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Atividade antibacteriana
in vitro”’ de Gentamicina,
Tobramicina e Sisomicina

Laurinda A. Soares*
& Luiz R. Trabulsi**

Resumo

Foi determinada a concentrag#o inibitéria minima de sisomicina, gentamicina e tobramici-
na, para 534 amostras de bactérias, isoladas recentemente de material clinico, incluindo
Pseudomonas, enterobactérias e cocos Gram-positivos. Para um nimero (80) representati-
vo dessas amostras, foi determinada também a concentragdo bactericida minima dos trés
antibiéticos. A atividade antibacteriana dos trés antibiéticos foi semelhante, mas a sisomi-
cina se revelou mais ativa do que a gentamicina e a tobramicina, para a maioria das amos-
tras estudadas.

Summary

“In vitro”’ antibacterial actvity of gentamicin, tobramycin and sisomicin

The minimal inhibitory concentration (MIC) of sisomicin, gentamicin and tobramycin was
determined for 5634 bacterial strains, recently isolated from clinical material. These strains
comprised Pseudomonas, Enterobacteriaceae and Gram-positive cocci. From a representa-
tive number of the strains the minimal bactericidal concentration (MBC) of the three drugs
was determined. The antibacterial activity of the three antibiotics was similar, but sisomicin

was more active for the majority of the strains tested.

Introducéo

O crescente aparecimento de germes Gram-
negativos, resistentes a vérios antibiéticos, tem
criado sérios problemas de terapéutica. Dentre
os antibidticos, mais ativos contra bactérias
Gram-negativas, destacam-se os aminoglicosi-
deos, sendo a gentamicina o mais empregado
atualmente. Entretanto, o uso intenso da cana-
micina primeiramente, e posteriormente da
gentamicina, provocou o aparecimento de nu-
mero relativamente grande de germes resisten-
tes, 0 que tornou necessdria a investigacdo da

atividade de novos aminoglicosideos, que po--

deriam ser Usados no tratamento das infecgcGes
por essas bactérias.

A sisomicina e a tobramicina s8o novos ami-
noglicosideos, cujo espectro de atividade se as-

semelha ao da gentamicina. Emboraexista re-
sisténcia cruzada entre as trés drogas, o grau
varia de acordo com a bactéria e o antibiético
(1, 13, 17).

O objetivo deste trabalho é a comparacéo da
atividade antibacteriana, bacteriostatica e bac-
tericida da gentamicina, tobramicina e sisomici-
na contra amostras de bactérias recentemente
isoladas de material clinico em nosso meio.

Material e Métodos

Amostras de. bactérias — Foi verificada a sus-
ceptibilidade de 534 amostras dos seguintes
germes: 98 amostras de Escherichia coli, 93 de
Proteus mirabilis, 63 de Klebsiella pneumoniae,
38 de Pseudomonas aeruginosa, 41 de Salmo-

* Laboratério de Microbiologia da Bayer do Brasil S.A., Caixa Postal 959, 01000 S&o Paulo, SP.
** Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Escola Paulista de Medicina, Rua Botucatu, 862, 01000

Sé&o Paulo, SP.
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nella sp., 37 de Shigella sp., 38 de Enterobacter
sp., 46 de Proteus indol-positivo, 28 de Citro-
bacter sp., 7 de Providencia sp., 38 de Staphy-
lococcus aureus e S. epidermidis, e 7 de ente-
rococo.

Todas as amostras foram isoladas de casos
clinicos recentes, tais como infec¢Ges urinérias,
intestinais, pulmonares, cutadneas, septicémi-
cas e outras. As amostras isoladas foram identi-
ficadas segundo Lennette’s Manual of Clinical
Microbiology (1975) e, em alguns casos, de
acordo com o sistema API, para identificacdo
de Enterobacteriaceae. Para as amostras de

 Salmonella, Shigella e E. coli, foi feita também
a'identificacdo sorolégica. Entre 98 amostras de
E. coli, 36 sdo enteropatogénicas.

Drogas — Foram utilizados sulfatos-de sisomi-
cina (Bayer), gentamicina (Schering) e tobrami-
cina (Elli Liliy).

Determinacao da concentracédo inibitéria mini-
ma (CIM) — Foi empregado o método de dilui-
¢do em placa, utilizando-se o replicador de
Steers & col. (18). Os antibidticos foram usa-
dos diluidos em muitiplos de 2, de 0,06mcg/ml
a 256mcg/ml. O meio de cultura usado foi o
agar Mueller-Hinton (Difco) e o indculo consis-
tiu em aproximadamente 105 bactérias em fase
fogaritmica de crescimento. O critério adotado

para a leitura foi a mais baixa concentracédo de
antibidtico necesséria para inibir 90 a 100% do
crescimento visivel das células, ap6s 18 horas
de incubacdo a 37°C.

Determinacdo da concentracdo bactericida mi-
nima (CBM) — Foi determinada a concentra-
¢do bactericida minima para um ndmero (80)
representativo das amostras (20 de E. coli, 10
de P. mirabilis, 10 de Proteus indol-positivo, 10
de Klebsiella pneumoniae, 10 de Pseudomonas
aeruginosa, 10 de Enterobacter, 10 de Citrobac-
ter}, usando-se 0 método de diluicdes em tubo.
O meio de cultura utilizado foi o caldo Mueller-
Hinton (Difco), sendo o indculo e o tempo de
incubacdo os mesmos usados para a CIM em
placa. A CBM foi verificada repicando-se pa-
ra agar Mueller-Hinton isento de drogas o meio
dos tubos em que n&o ocorreu crescimento.

Foram feitos controles de viabilidade das
amostras e de esterilidade das diluicGes dos an-
tibidticos.

Resultados

O espectro de atividade da gentamicina, to-
bramicina e sisomicina foi semelhante para as
amostras estudadas, havendo contudo aigu-
mas diferencas dignas de nota. Na Tabela 1,

Tabela 1 — Faixa de variagéio das concentragdes inibitdrias e concentragdo inibitéria mediana de gentamicina, sisomiicina

e tobramicina

Bactérias Sisomicina Gentamicina Tobramicina
E. coli 0,5 1,0 1,0
(0,25-256) (0,25->256) (0,5-128)
P. mirabilis 0,5 1,0 1,0
(0,12-256) (0,25-128) ] (0,25-64)
Klebsiella pneumoniae 0,5 1,0 2,0
(0,25-128) {0,25-128) (0,25-128)
Pseudomonas aeruginosa 4,0 8,0 2,0
(0,12-256) (0,25-256) {0,12-256)
Salmonella sp. . 0,5 1,0 2,0
(0,25-16) (0,25-16) {0,5-32)
Shigella sp. 1,0 1,0 2,0
(0,12-2,0) (0,12-2,0) {0,12-2,0)
Enterobacter sp. 0,5 1,0 1,0
(0,12-64} (0,12-32) (0,6-128)
Proteus indol positivo 0,5 0,5 1,0
(0,12-64) (0,25-256) (0,25-128)
Citrobacter sp. 0,5 0,5 1,0
(0,12-8,0) (0,25-16) (0,5-16)
Providencia sp. 0,25 0,5 0,5
(0,12-2,0) (0,12-4,0) (0,25-4,0)
Staphylococcus sp. 0,12 0,25 0,25
(0,06-256) (0,06-256) (0,06-256)
Enterococo 16 16 32
(0,12-128) (0,25-32) (0,25-128)
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Tabela 2 — Faixa de variag8o das concentracdes bactericidas e concentracdo bactericida mediana de sisomicina, genta-

micina e tobramicina

Bactérias(80) Sisomicina Gentamicina Tobramicina
E. coli {20) 2,0 4,0 4,0
(1,0-4,0) {(1,0-8,0) (1,0-16)
Proteus sp. (20) 4,0 4,0 16
(2,0-8,0) (4,0-16) {4,0-32)
Klebsiella pneumoniae (10) 0,5 1,0 1,0
: (0,5-2,0) (0,5-2,0) {1,0-8,0)
Enterobacter sp. {10} . 1,0 1,0 1,0
(0,5-1,0) {1,0-2,0) (1,0-2,0)
Citrobacter sp. (10) 0,5 1,0 1,0
{0,25-1,0) (0,5-2,0) {(1,0-2,0)
Pseudomonas aeruginosa (10) 1,0 2,0 1,0
{0,56-2,0) (1,0-4,0) {0,25-2,0)

Tabela 3 — Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM) de 80 amostras frente aos

trés aminoglicosideos

Sisomicina Gentamicina Tobramicina
(*CIM = 0,25-4,0) (CIM = 0,5-4) (CIM = 0,25-4)

Bactérias (80) CBM [CBM | CBM |cBM | cBM|cBM|cBM|cBM | cBMm|ceM | cam | cam

igual | 2X 4X 8X igual | 2X 4X 8X igual | 2X 4X 8X

CiM |CIM | CIM | CIM CM|CIM| CIM| CIM CM | CIM | CIM | CIM
E. coli (20} **10 10 — — 10 2 — 3 12 5 —
Proteus (20) 2 10 8 — 2 13 4 1 2 16 2 -
Klebsielfa (10) 9 1 — — 8 2 — — 7 1 2 -
Pseudomonas (10) 2 5 3 — 2 5 2 4 2 4 —
Citrobacter (10} 2 8 — - 4 6 - - 8 2 — —
Enterobacter (10} 5 5 — - 3 4 3 — 6 3 1 -

* Limites superior € inferior da CIM de todas as amostras
** Namero de amostras com CBM igual & CIM

encontra-se a faixa de variacdo das concentra-
coes inibitérias e a concentracdo. inibitoria me-
diana das trés drogas. A sisomicina foi mais ati-
va do que a gentamicina e a tobramicina para
as amostras de Escherichia coli, Proteus mirabi-
lis, Klebsiella pneumoniae, Salmonella sp., En-
terobacter sp., Providencia sp. e Staphylococ-
cus sp. Com relacdo as amostras de Shigella
sp., Proteus indol-positivo e Citrobacter sp., a
gentamicina e a sisomicina apresentaram a
mesma atividade e foram mais ativas gue a to-
bramicina. Entretanto, a tobramicina foi mais
ativa que as outras duas drogas, para as amos-
tras de Pseudomonas aeruginosa. Quanto as
amostras de enterococo, a atividade dos trés
aminoglicosideos foi bastante reduzida.

Na Tabela 2, encontra-se a faixa de variagdo
das concentracbes bactericidas e concentra-
cdes bactericidas medianas das trés drogas em
relagdo a 80 amostras. A concentragéo bacteri-

cida mediana da sisomicina foi regularmente
mais baixa do que as da gentamicina e tobrami-
cina para E. coli, Klebsiella pneumoniae e Citro-
bacter sp.

Com relacdo as amostras de Enterobacter
sp., a concentracdo bactericida mediana das
trés drogas foi idéntica; quanto as amostras de
Proteus, a concentragdo bactericida da sisomi-
cina foi igual & de gentamicina e, ambas, infe-
riores a de tobramicina; e em se tratando das
amostras de Pseudomonas, a concentracdo
bactericida da sisomicina e da tobramicina fo-
ram iguais e inferiores as de gentamicina.
Considerando-se a faixa de variagdo das con-
centracdes bactericidas, a sisomicina foi quase
sempre mais ativa do que os outros dois anti-
biéticos

Na Tabela 3, & apresentada uma comparagéo
das CBMs e CIMs dos trés antibidticos, para as
80 amostras mencionadas. De modo geral,
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observa-se um paralelismos de comportamento
dos trés antibidticos, no sentido da homogenei-
dade dos resultados para cada grupo de amos-
tras, embora possamos destacar, mais uma
vez, maior atividade da sisomicina. Entretanto,
se considerarmos os diferentes grupos de
amostras de modo comparativo, verifica-se di-
versidade de comportamento. Por exemplo, as
concentracoes bactericidas dos trés antibiéti-
cos foram frequentemente superiores as con-
centragoes inibitdrias, com relac8o as amostras
de Proteus e Pseudomonas, o mesmo ndo
acontecendo ou acontecendo em menor escala
com as amostras de E£. coli, Citrobacter, Ente-
robacter e Klebsiella.

Devemos ressaltar ainda que as CIMs obtidas
com as amostras de Pseudomonas aeruginosa,
usando-se o método de diluicdo em tubos, fo-
ram geralmente de 2 a 8 vezes mais baixas do
que as obtidas pelo método de diluicdo em pla-
ca.

Discussao

Os resultados desse estudo mostram que a
sisomicina foi mais ativa que a gentamicina e a
tobramicina, para a maioria das amostras de
bactérias estudadas. Houve concordancia de
resultados, quer se considere a concentracio
bacteriostética ou a concentragdo bactericida.
As excecOes encontradas dizem respeito a
maior atividade bacteriostatica da tobramicina,
para Pseudomonas aeruginosa, e atividade
bacteriostética idéntica da sisomicina e genta-
micina, para as amostras de Shigella, Proteus
indol-positivo e Citrobacter.

Considerando-se a CBM, a sisomicina deixou
de ser mais ativa, em relacdo as amostras de
Enterobacter, Proteus e Pseudomonas. Para
Enterobacter, a CBM das trés drogas foi idénti-
ca; para Proteus, a CBM de sisomicina e genta-
micina foi 4mcg e a de tobramicina foi 16mcg;
e, para Pseudomonas, a CBM da sisomicina e
tobramicina foi Tmcg e a de gentamicina foi
2mceg.

Em se tratando das amostras de enterococo
as trés drogas foram pouco ativas.

O encontro de diferencas de atividade dos
antibiéticos, pelo método de diluigdo em meios
liquidos e sodlidos, conforme verificado para
Pseudomonas aeruginosa, ja& foi mencionado
por outros autores (2, 21, 22).

Embora as diferencas encontradas ““in vitro”’
sejam discretas, deve ser destacado que resul-

tados idénticos foram obtidos por diferentes
autores (1, 3, 5, 6, 9, 11, 12). A comparacdo
das CBMs com as CiMs também mostra maior
atividade da sisomicina, sendo interessante
realcar a variacd@o de respostas apresentada pe-
los grupos de bactérias estudadas. Tais acha-
dos sd3o compativeis com a verificacdo de
Weinstein (20) de que a sisomicina é incorpora-
da pela célula bacteriana em maior quantidade
do que a gentamicina.

Poucos dados existem, contudo, mostrando
a atividade protetora “in vivo” dessas drogas
(14, 15, 16, 19). Trabalhando com vérias amos-
tras de germes que possuiam a mesma CIM pa-
ra sisomicina e gentamicina, Scheer (15) cons-
tatou que a dose protetora de sisomicina era
menor, mostrando-se mais eficaz do que a gen-
tamicina, de acordo com os seguintes fatores:
contra Serratia 1,3; Proteus 1,9; E. coli 2,0;
Klebsiella 2,4; Staphylococcus 2,5 e Pseudo-
monas 3,2. Tal diferenca de comportamento
entre ambas as drogas ‘‘in vitro”' e “‘in vivo”
ndo esta correlacionada com a ligago proteica,
visto que ndo foi encontrada nenhuma ligacdo
mensuravel de ambas as drogas no soro huma-
no {10). Estudo semelhante foi realizado por
Waits & col. (19, para verificar a agdo protetora
de sisomicina, gentamicina, tobramicina e ca-
namicina. Observaram que as diferencas verifi-
cadas ““in vitro”’ ndo correspondiam exatamen-
te as constatadas “‘in vivo'’, sendo a sisomicina
nitidamente a mais ativa das quatro drogas, se-
guida por gentamicina, tobramicina e canamici-
na. A diferenca mais notavel “'in vitro’’, quanto
a maior susceptibilidade de Pseudomonas fren-
te & tobramicina, ndo foi observada “in vivo”’,
sendo a sisomicina também a mais ativa contra
esse germe. Young & Hewitt {22) verificaram
que a atividade bactericida de sisomicina, gen-
tamicina, tobramicina, amicacina e butirosina
era demonstravel como funcdo de tempo: em
quatro horas, mais de 99,9% das culturas de
vérias bactérias haviam morrido, sendo a siso-
micina a que agia com mais rapidez.

A maior atividade da sisomicina, tanto “‘in vi-
tro’’ como “in vivo"’, pode ser explicada pela in-
corporacdo mais rapida da sisomicina e pela
maior rapidez da atividade bactericida (22}, e
“in vivo” também pelos niveis séricos mais ele-
vados {4, 7, 8). .

O conjunto de resultados obtidos até agora
sugere maior vantagem da sisomicina, com re-
lacdo a gentamicina e tobramicina. Entretanto,
é necessario maior nimero de observacées, em
particular estudos clinicos, para uma avaliacdo
definitiva das trés drogas.
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Algumas modificacdes
na técnica de titulacdo
das toxinas

e anatoxinas tetanicas
“in vitro''*

Edison Paulo Tavares de Qliveira

Resumo

Hisako Gondo Higashi
& Hideyo lizuka

Algumas modificacfes na técnica cléssica de titulagdo de toxinas e anatoxinas tetanicas
“in vitro”, permitem abreviar o tempo de floculaggio (kf) da reacdo. Estas modificagdes,
consistindo no acerto do pH e no resfriamento prévio da mistura antigeno-anticorpo teténi-
co, possibilitaram também a obten¢o de uma Unica zona de floculagéo.

Summary

A few modifications in the titration technique “in vitro” of tetanus toxins and anatoxins

Modifications to the classical titration techniques of tetanus toxins and anatoxins “in
vitro”, enabling an abbreviation of the flocculation time (kf), by adjusting the pH as well
previous cooling of the antigen-antibody mixture, resulted into a single flocculation zone.

Introdugéo

Nas titulacGes das toxinas e anatoxinas teta-
nicas pelo método classico de Ramon & Des-
combey (12, 13), tem-se encontrado certas difi-
culdades técnicas, ndo sé pelo aparecimento
de mais de uma zona de floculacdio, como tam-
bém pela falta de uma indicac8o segura do “‘tu-
bo étimo de floculagdo” e pelo longo tempo ne-
cessdrio para a visualizacdo do floculado (2).

Ramon (12) preconizava, para a eliminacio
do aparecimento de mais de duas zonas de flo-
culacdo, a utilizacdo de toxinas obtidas de cul-
turas jovens, com minimo de material proteico,
e soros de animais hiperimunizados, com au-
séncia de anticorpos antimicrobianos.

Goldie, Parsons & Browers (4), utilizando so-
ros purificados, conseguiram obter uma Unica
zona de floculag8o nas titulacdes. Todavia, ndo
conseguiram reduzir o tempo de floculacdo
(Kf).

Rangel (14) obteve uma sé zona de flocula-
¢do com o emprego de toxinas purificadas para
a titulagdo de antitoxinas tetanicas, porém no
se preocupou com o tempo transcorrido para o
aparecimento do floculado.

A introdug&o de alguns detalhes, no proces-
samento dos componentes, permite obter uma

‘Unica zona de floculacdo, em tempo razoavel-

mente curto, utilizando soros purificados pelo
método de Pope (11) e filtrados téxicos ndo pu-
rificados, na titulagio das toxinas e anatoxinas
tetanicas.

Material e Métodos

Soro — Foi utilizado soro antitetanico purifica-
do e concentrado através da digestdo péptica,
pelo método de Pope (11), produzido no Insti-
tuto Butantan, pela hiperimunizac8o de cava
los. Este soro foi padronizado pela antitoxina

* Secclo de Toxinas e Anatoxinas do Instituto Butantan, Caixa Postal 65, 01000 S&o Paulo SP.
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tetdnica Padrdo Internacional procedente de
Statens Serum Institut da Dinamarca (WHO) e
o seu titulo foi ajustado a 25Lf/mi.

Toxinas e anatoxinas — As toxinas e anatoxi-
nas ensaiadas foram obtidas de um filtrado es-
téril de cultura de Clostridium tetani cepa B-89,
em meio digesto de carne, e tituladas de acordo
com as exigéncias minimas. Os titulos das toxi-
nas usadas oscilavam entre 15 a 30Lf, e os das
anatoxinas, de 10 a 30Lf/ml.

Foram utilizadas séries de tubos de ensaio
medindo 10 x 23mm e, cada série, composta
de dez tubos. Em cada tubo, foram colocadas
quantidades variaveis e crescentes de soro sub-
padrdo anti-tetanico. Em seguida, eram adicio-
nados 2ml de toxina ou anatoxina tetanica a ser
dosada, e completado o volume com diluente.
Cada amostra dava origem a duas séries de tu-
bos.

Para todas as séries, o pH dos antigenos foi
ajustado entre 4,7 a 5,2, com auxilio de solugdo
de HCI, a 0,1N. Uma série, apds a mistura e ho-
mogeneizac8o, era mantida a temperatura am-
biente, servindo como controle, e a outra sofria
o processo de resfriamento prévio, em geladei-
ra, a 4°C, antes de ser incubada em banho-
maria a 42°C.

" Para a série submetida a tratamento em gela-
deira, a 4°C, foram testados véarios tempos de
resfriamento prévio, a partir de 30 minutos, até
12 horas de observacéo.

Foram feitos, em seguida, experimentos
idénticos, porém promovendo o resfriamento
prévio de uma das fragGes. Desta maneira, tan-
to os antigenos, como o anticorpos foram res-
friados separada e alternadamente, antes de se-
rem efetuadas as misturas, durante o periodo
de 30 minutos, a 4°C. Este procedimento tinha
o objetivo de detectar a fracéo responsavel pela
determinacdo do abreviamento da reacdo de
neutralizagdo antigeno-anticorpo.

Controle de floculagdo das toxinas e
anatoxinas — Afim de comprovar as observa-
¢Ses, decidiu-se identificar o “tubo étimo de
floculacdio’ distinguindo-o de uma possivel
pseudo-floculagdo. Além disso, era necessario
verificar se este tubo realmente correspondia
ao de neutralizacdo total. Para tanto, utilizou-se
- a técnica preconizada por Girard, Nicol & Tur-
pin(3), constatando-se que, realmente, o “‘tubo
Stimo de floculacdio’’ era aquele que primeira-
mente havia floculado, e onde a neutralizagéo
era perfeita, comprovando-se assim néo tratar-
se de falsa floculagdo.

Resultados

O resfriamento prévio das misturas de toxi-
nas ou anatoxinas tetdnicas, com a antitoxina
homéloga, associado ao acerto de pH da fragéo
antigénica, determina o abreviamento do tem-
po de floculag8o especifica (Kf).

Os resultados referentes a variacdo do tempo
de floculag8io em funcéo do pericdo de resfria-
mento prévio da mistura antigeno-anticorpo te-
tAnico, estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1 — Variagéo do tempo de floculagdo da toxina te-
tanica, em funco do periodo de resfriamento prévio, a 4°C
da mistura antigeno-anticorpo

Periodo de resfriamento prévio em
minutos

Toxina
n? Controle { 30 | 60 | 120 [ 180 | 720
701 150 4060 | 75| 60| 30
70-3 180 80|60 90| 70| 40
70-4 140 3013 | 70| 9| 40
70-5 150 40 (45 | 60 | 80| 30
70-6 170 40-1 60 |105 | 100 | 35
70-7 160 46|50 70| 60 35
70-8 120 45|50 | 60| 90| 40
Kf médio| 153 45|61} 75| 78| 35

Comparando-se o Kf do sistema constituido de
toxina-antitoxina mantido & temperatura am-
biente, cuja média era de 153 minutos, com o
submetido ao tratamento térmico a 4°C,
verifica-se, neste, uma reducdo significativa do
tempo de aparecimento do floculado, com o Kf
médio de 45 minutos.

Tabela 2 — Variagdo do tempo de floculagdo da anatoxina
tetanica, em funco do periodo de resfriamento prévio, a
4°C da mistura antigeno-anticorpo

Periodo de resfriamento prévio em minutos

Toxina
n? Controle | 30 | 60 | 120 | 180 } 720
69-64 227 168 | 122 | 150 | 148 | 160
69-65 240 155 [ 130 | 129 | 128 [ 130
69-66 235 75 | 80 90 80 | 100
69-67 187 61 | 127 | 146 | 127 |-101
69-68 245 61 | 127 | 147 | 127 95
70-03 300 138 | 129 | 140 | 150 | 180
Kf médio 239 108 | 119 | 133 | 126 | 127
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Tabela 3 — Tempo de floculagfio da toxina e antitoxina tetanica em funcéo do resfriamento prévio de 30 minutos, a 4°C

Toxina Antitoxina
N? Amostra Controle N¢ Amostra Controle
77-10 85 85 Z-35 35 50
77-11 20 90 Y-130 55 60
77-12 M 40 D-144 15 32
77-13 60 60 76-49 23 30
77-14 60 65 76-50 20 30
77-00 40 40 76-00 30 50
Média 62 63 30 42

Em relagdo as anatoxinas, houve, também,
diminuicéo significativa do Kf, pois, de 239 mi-
nutos, na série controle, ficou reduzido para
108 minutos (Tabela 2). A comparacdo das mé-
dias dos diversos experimentos, revela que a
exposicdo as condicdes de geladeira, até o pe-
riodo de trés horas, leva a um fenémeno que se
traduz por aumento progressivo dos valores de
Kf, que se mantém na faixa de 120 a 130 minu-
tos, mesmo quando a refrigeracio se da duran-
te 12 horas.

Na Tabela 3, esta representado o estudo do
comportamento do tempo de floculac3o da rea-
cdo com a toxina e com a antitoxina tetanica,
quando isoladamente submetidas ao tratamen-
to térmico, a 4°C, antes de serem misturadas.
O resfriamento da fracfo antigénica ndo infiui
significativamente sobre o tempo de flocula-
¢éo; todavia, o tratamento térmico da fracdo
antitoxica parece ser o fator determinante da
velocidade de reac8o de floculacio.

Discusséo

Apesar dos inGmeros estudos terem contri-
buido para o aperfeicoamento da técnica de do-
sagem das toxinas e anatoxinas ‘‘in vitro’’, os
resultados conseguidos, nem sempre foram
plenamente satisfatérios ou concordes. Na lite-
ratura consultada, verificamos que a maioria
dos autores se preocupou com a obtencédo de
uma Unica zona de floculacfo, deixando de fo-
calizar o assunto relacionado com o controle da
cinética da reagdo de neutralizacdo (2, 6, 10,
13, 14, 15),

Quanto a obtencdo de Unica zona de flocula-
¢do, os nossos resultados foram concordantes
com os de Goldie & col.(4), com o emprego de
soros purificados pela técnica de Pope (11),

correspondentes a fragdo gama globulina,
comprovada previamente pela eletroforese.

A temperatura inicial do sistema antigeno-
anticorpo associado ao ajuste prévio do pH do
antigeno parecem ser os fatores mais importan-
tes, que indicam a aceleracdo da reacdo de
neutralizacdo, aumentando o grau de afinidade
entre os reagentes.

A velocidade de reagéo de precipitacio pode
ser explicado, em parte, baseando-se nos prin-
cipios fisico-quimicos(1, 7) onde atuam, em di-
versos graus, as forcas de Van der Waals(9) en-
tre as moléculas constituintes do complexo
antigeno-anticorpo; e, em parte, pelas forcas
ibnicas, representadas pelas cargas opostas,
em intimo contato, apresentadas pelos reagen-
tes. Estas forcas idnicas s3o geralmente méxi-
mas, em condicdes ideais de pH e poténcia i6-
nica. Em valores inferiores a pH 3 ou superiores
a 10, sdo téo fracas, que o complexo antigeno-
anticorpo se dissocia(5). Em virtude da toxina e
anatoxina se encontrarem homogeneamente
dispersas em toda a extensdo do meio, sob a
forma estével de particulas coloidais(8), o ajus-
te prévio de pH favorece a reacdo, orientando e
ativando a energia das forcas atrativas.

Quanto a influéncia da temperatura, sabe-se
que dentro de certos limites, quase todas as
reagdes biogquimicas se realizam com velocida-
de maior, quando elevada a temperatura, fend-
meno explicavel pela teoria cinétical9). O acer-
to prévio da temperatura do anticorpo, ou do
sistema antigeno-anticorpo, provavelmente,
aumentaria a energia potencial, que se transfor-
maria em energia cinética, quando expostos as
condi¢des de banho-maria, resultando em con-
sideravel aumento do nimero de colisSes entre
as moléculas reagentes, de tal ordem que de-
terminaria a aceleracfo da reacdo de neutraliza-
¢do e, consequentemente, em abreviamento
do tempo de floculacgo.
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Resumo

Visando a recuperacdo de Sa/monella sp. com vistas a eliminar a competigdo de outros mi-
crorganismos, fez-se o estudo de 30 amostras de racSes, variando-se meios de cultura para
recuperaciio e utilizando-se trés temperaturas de incubacdo, 35, 37 e 43°C. Foram identifi-
cadas dois sorotipos de Salmonella (S. agona e S. anatum), em uma Gnica ragdo, 3 tempe-
ratura de 43°C, nos meios selenito cistina, verde brilhante e SS agar. O selenito cistina se
mostrou mais eficiente na recuperagio de colénias, sendo superior ao tetrationato em
14,19%, com alto indice de microrganismos competidores.

Summary

Different temperatures and culture media for isolation of Salmonella sp. and other microor-
ganisms in broiler starter rations

Isolation of Salmonella spp. to eliminate competition by other microorganisms. The experi-
ment was performed on thirty samples of ten broiler starter rations, used commercially in
the region, by employing different selective culture media and three incubation temperatu-
res: 35, 37 and 43°C. Two serotypes of salmonella (S. agona and S. anatum) were identi-
fied only in one broiler starter ration at 43°C, and using selenite cystine broth, -brilliant
green agar and SS agar. Selenite cystine was found to be most efficient for isolation of co-
lonies, 14.19% superior to tetrationate in all broiler starter rations studied and, at 35°C, the-
re was a high ration of microorganisms in competition with each other.

Introdugédo

Quando salmonelas est8o presentes no ali-
mento, em geral seu nimero € pequeno em re-
lac8o ao reste da microflora. Por conseguinte,
torna-se necessario o emprego de meios de
pré-enriquecimento seletivo para melhor isola-
mento. North (13) notou que a recuperacdo de
Salmonella com o pré-enriquecimento de
amostras, aumenta consideravelmente quando
em caldo lactosado, seguido de caldo seienito
cistina Galton & col., citados por Fagerberg &
Avens (5), afirmaram ser dificil recuperar sal-
monelas sem enriquecimento seletivo, pois a

proporgdo de coliformes para salmonelas en-
contrada foi de 10:1.

Pesquisadores tem relatado a influéncia de
elevadas temperaturas de incubacdo, nos
meios enriquecedores.

O método de analise citado por Horwitz (8)
ndo recomenda, em seus procedimentos para
andlise de Saimonella, temperatura elevada de
incubacdo para os meios enriquecedores, mas
Harvey & Thornson (7), testaram o caldo sele-
nito cistina na recuperagdo deste microrganis-
mo, a 42, 43 e 44°C, comparadas com 35 —
37°C e indicaram ser melhor a incubacdo a
43°C. Isto foi confirmado por Carlson & col.

* Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Escola Superior de Agricultura de Lavras, 37200 Lavras, M.G.
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(3}, que afirmaram que a multiplicagdo de sal-
monelas & 43°C, em caldos enriquecedores,
além de mais rapida, reduzia a competicéo.

Segundo McCoy {11), o meio de tetrationa-
to, incubado a 43°C, era letal para salmonelas e
maioria dos microrganismos, e o isolamento de
salmonelas, em selenito cistina incubado a
43°C, era significativamente menor que a incu-
bagdo a 37°C. ‘

Face & importancia do isolamento de salmo-
nelas em ragdes, o presente trabalho teve como
objetivo determinar os melhores meios de enri-
quecimento e respectivas temperaturas de in-
cubaco, para o isolamento deste microrganis-
mo.

Material e Métodos

Foram examinadas 30 amostras de racdes
para aves, obtidas nos distribuidores da regido
Sul de Minas Gerais. Para efeito de identifica-
¢do, as racdes foram codificadas de acordo
com a procedéncia, sendo designadas por le-
tras de “A”" a "'J".

Utilizando-se recipientes estéreis, foram co-
letadas para exame 25g de cada amostra de ra-
¢do.

As etapas usadas para o isolamento de sal-
monelas foram as preconizadas por Thatcher &
Clark (19):

1. pré-enriquecimento; 2. enriquecimento
seletivo; 3. seletivos indicadores; 4. provas bio-
guimicas e 5. sorologia.

Os meios de cultura utilizados foram os cita-
dos por Horwitz (8) e Silliker & Gabis (15,17).

Em todas as etapas de identificac8o inicial
dos microrganismos, foram usadas trés tempe-
raturas de incubacdo: 35, 37 e 43°C durante 24
horas.

O pré-enriquecimento foi feito com 225ml do
caldo lactosado e 25g da amostra de ragdo.
Deste, tormaram-se aliquotas de 1ml que foram
transferidas para caldos de enriquecimento se-
letivo {selenito cistina e tetrationato) e poste-
riormente repicados em meios seletivos indica-
dores (agar salmonela shigela e agar verde bri-

thante).
Como foram usadas, nestas etapas, trés tem-

peraturas de incubacéo para cada amostra, ao
final de identificacdo inicial obteve-se o nimero
total de 360 placas, para todo o -experimento

(12 placas para cada amostra).
De todas as placas com crescimento foram

retiradas col6nias que apresentavam caracteris-
ticas morfoldgicas diferentes e repicadas em

Triple Sugar Iron agar (TSI) e levadas posterior-
mente as provas bioquimicas. Estas foram fei-
tas pelo sistema API 20E (21). A identificacédo
de Salmonella sp. foi considerada presuntiva e
confirmada pelos testes sorolégicos, no Institu-
to Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.

Resultados e Discussdo

Os resultados mostraram a presenca de mi-
crorganismos em todas as ragées e nos diferen-
tes meios de cultura e temperaturas de incuba-
cdo utilizadas. Foram identificadas 275 colbnias
(Tabela 1).

O material oriundo do tetrationato, quando

incubado a 43°C, mostrou baixa recuperagéo
de colénias, menor que o selenito cistina, con-
cordando com McCoy (11) e Silliker & Gabis
(16).
Género Salmonella — Foram encontrados dois
sorotipos de Salmonella enteritidis respectiva-
mente S. anatum e S. agona identificada pelo
Instituto Oswaldo Cruz.

O sorotipo S. anatum, identificado neste tra-
balho, foi também encontrado por Silva & col.
{(18) e Tonev (20), que estudaram a distribuic&do
de Salmonella em matérias primas destinadas a
fabricacdo de racgdo.

As salmonelas foram identificadas a 43°C,
provenientes de caldo selenito cistina e dos se-
letivos indicadores (Tabela 1). Este resultado
concorda com os obtidos por Silliker & Gabis
{16) e Harvey & Thomson {7}, que estudaram
caldo tetrationato e selenito cistina a 35 e 43°C.
A deteccdio, a partir do caldo selenito cistina,
concorda com McCoy (11), que notou baixa re-
cuperacdo de colbnia de Salmonella e outros
microrganismos no caldo tetrationato a 43°C.

O baixo ntimero de coldnias recuperadas po-

de ter sido influenciado pelo aparecimento de
Pseudomonas sp., capaz de inibir-o crescimen-
to de Salmonella, como explica Oblinger (14},
que estudou a producdo de pigmentos destas
colénias como causa de inibigdo para o cresci-
mento de Salmonella sp. e E. coli em carne de
aves. Isto também é discutido por Cox & Wil-
liams (2), que afirmam que o pequeno numero
de Salmonella pode ser atribuido a efeito de ou-
tros microrganismos competidores.
Género Klebsiella — A presenca de grande nu-
mero de espécimes deste género nas racdes su-
gere a contaminacao fecal, como explica Knit-
tel, citado por Newton & col. (12), quando es-
tudou amostras de carne. Davis & col. (4), se
referem a K. pneumoniae como o patégenc
mais importante deste género.

A menor recuperacio foi a 43°C e ndo houve
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Tabela 1 — Espécies bacterianas identificadas de racOes estudadas em diferentes temperatura e meios de cultura..

Tempgraturas (°C)

Total de
35 37 43
Espécies Bacterianas Coldnias
Meios de Cultura
Recuperadas
TTVB TTSS SCVB SCSS TTVB TTISS SCVB SCSS TTVB TTSS SCVB SCSS
Kilebsiella pneumoniae 7 8 4 8 5 5 10 9 4 — 7 8 75
Enterobacter cloacae i 6 8 3 12 6 10 5 - 3 8 3 75
Enterobacter aerogenes 1 7 1 3 4 5 2 1 1 - 4 1 30
Enterobacter agglomerans - - - - —_ — - — - - - 3 3
Citrobacter freundii 1 1 3 1 - 5 — 5 1 1 — — 16
Proteus mirabilis 1 - 1 2 — 1 1 1 — — - 1 8
Arizona sp. 3 2 1 - 2 — - - - — - - 8
Escherichia coli 3 2 8 8 3 3 2 4 — 3 3 7 46
Pseudomonas sp. — 2 1 5 — 1 - 2 — — 1 — 12
Salmonella sp. — — — - - — — — — — 1 1 2
T por meio de cultura 27 28 27 30 26 24 25 27 6 7 24 24
(o]
T
A
L  por temperatura 112 102 61 275

TTVB — Caldo tetrationato e agar verde brilhante

TTSS — Caldo tetrationato e agar Salmoneila Shigella
SCVB — Caldo selenito cistina e agar verde brilhante
SCSS — Caldo selenito cistina e agar Salmonella Shigella

recuperacdo nos meios c. tetrationato e SS
agar, nesta temperatura (Tabela 1).

O caldo selenito cistina, com repicagem em
agar verde brilhante, apresentou maior nimero
de colénias a 37°C. Também nesta temperatura
houve maior recuperac¢ido de coldnias.

Estes microrganismos fermentam todos os
carboidratos usados nas provas bioquimicas,
tendo Cox & Williams (2), afirmado que fer-
mentam glicose, lactose, sacarose, manitol,
maltose e dulcitol. Os resultados obtidos con-
cordam, no que se refere a glicose, manitol e
sacarose. Os outros aclcares testados neste
experimento tais como inositol, sorbitol, ramo-
se, melobiose, amigdalina e arabinose, ndo fo-
ram citados por aqueles autores.

Género Enterobacter — Foram identificadas 3
espécies: E. cloacae, E. aerogenes e E. agglo-
merans.

E. cloacae foi identificada em todas as rac8es
estudadas. Sua maior recuperacdo ocorreu 3
37°C, ndo ocorrendo grande interferéncia
guando os meios eram incubados a 43°C.

O caldo tetrationato a 43°C (Tabela 1}, foi
quase letal para este género, mostrando, so-
mente com repicagem em SS agar, 3 colénias,
situacdo semelhante a obtida por McCoy (11).

Com relac8o a E. aerogenes, foram isoladas
o maior nimero de colénias recuperadas deu-
se a 35 e 37°C, em TTSS.

E. agglomerans somente foi recuperada a

43°C, nos meios selenito cistina e SS agar, no
total de 3 col6nias. ,
Género Citrobacter e Proteus — A espécie
identificada do género Citrobacter foi C. freun-
dii (Tabela 1), com 16 colénias em um total de
5,8% das 275 col6nias examinadas.

Como mostra a Tabela 1, o maior nimero de
colonias de C. freundii recuperadas deu-se a
37°C, em cultura de selenito cistina e repica-
gem em SS agar.

P. mirabilis foi a Gnica espécie do género Pro-
teus identificada, no total de 8 colénias. Pode-
se notar (Tabela 1) que a presenca desta bacté-
ria em agar verde brilhante foi positiva, o que
vem a discordar de Silva & col. (18), que afir-
mam usar o referido meio para inibir o cresci-
mento de Proteus. Talvez os autores tenham se
referido ao meio agar verde brilhante como ini-
bidor, no sentido de diminuir a competicdo e
ndo de inibigdo.

O meio SS agar rendeu o maior nimero de
coldnias recuperadas, sendo 35°C a temperatu-
ra a mais favoravel.

A temperatura de 43°C, com apenas uma co-
I6nia, proveniente de selenito cistina e repica-
gem em SS agar, pode ser mostrada como uma
das formas de eliminar estes organismos, tidos
como competidores com Salmonella, como
afirma Carlson & col. (3).

Género Arizona — O género foi detectado nas
amostras de ra¢Oes das cinco fabricas. Este gé-
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nero foi isolado por Avila & Moreira (1), ao es-
tudar sua presenc¢a em frangos de corte.

Nao houve recuperacdo (Tabela 1) a 43°C e,

a 35°C, isolou-se o maior niimero de coldnias,
com 0s meios tetrationato e verde brilhante, re-
velando indice superior aos demais.
Género Escherichia — A espécie E. coli ndo foi
detectada em somente duas das racdes. Das
demais, foram obtidas 46 colbénias. E. coli tam-
bém foi detectada em ragdes por Manrique &
col. (10).

Esta bactéria, encontrada com reais freqgtién-
cias a temperatura 35°C, recuperou-se melhor
a partir do meio de enriqguecimento seletivo se-
lenito cistina {Tabela 1).

Género Pseudomonas — Pseudomonas sp. foi
detectada em 4,4% das 275 colOnias examina-
das, nos meios usados para determinacdo de
enterobacteridceas, apesar de ndo pertencerem
a esta familia. Também Giorgi & col. (6) detec-
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Resumo

Dosagem do conteldo de ergosterol e 24 (28) dehidroergosterol em Saccharomyces cere-
visiae, Torulopsis glabrata, Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida tropicalis e
Candida krusei, nas fases logaritmica e estacionéria de crescimento. O conteldo de este-
réis foi maior na fase estacionéria para as quatro primeiras leveduras, permanecendo prati-
camente inalterado nas duas dltimas. Ao realizar, simultaneamente, a determinagdo da
concentracdo minima inibitoria (MIC) frente a nistatina e anfotericina B, utilizando, como
inoculo, células provenientes das duas fases do crescimento, ndo constatamos as mesmas
variagdes. Assim sendo, embora seja indispensével a presenca de esteréis na membrana ci-
toplasmaética, para que o microrganismo seja susceptivel, ndo foi possivel estabelecer uma
correlagdo entre o contetido de esterdis e resisténcia aos polienos. Outros fatores devem
estar implicados na susceptibilidade das leveduras testadas.

Summary

Sterol amounts in cell membrane and resistance of yeasts to poliene antibiotics

- The amounts of ergosterol and 24 (28) dehidroergosterol were determined in cells of Sac-
charomyces cerevisiae, Torulopsis glabrata, Candida albicans, Candida parapsilosis, Candi-
da tropicalis and Candida krusei, the harvested in both, the exponential and stationary pha-
ses of growth. The first four types had a significatly higher amount of sterols in the statio-
nary phase cells; no significant differences were observed for the cells of C. tropicalis and
C. krusei. Simultaneous determinations of the minimal inhibitory concentrations (MIC) of
nystatin and amphotericin B did not reveal the same differences between the two types of
cells. Although the presence os sterols is necessary for the organism to be susceptible to
those antibiotics it was not possible to establish a correlation between the amount of ste-
rols present and the degree of resistance to the polyenes used. Other factors are probably
concerned in the sensitivity of the yeasts tested.

introducao

Microrganismos sensiveis aos antibidticos
poliénicos devem ter necessariamente esterdis
incorporados & sua membrana citoplasmatica.
Esta afirmativa pode ser feita a constatacfo dos
seguintes fatos: a — células integras, proto-
plastos e membranas isoladas de organismos
sensiveis permitem que quantidades razoaveis

de nistatina, anfotericina B e filipina se liguem a
elas, ao passo que células integras, protoplas-
tos e membranas isoladas de organismos resis-
tentes ndo se combinam com estes antibidticos
(2,6,13,14,16,17); b — ha uma correlagio es-
treita entre a capacidade das vérias fracdes
subcelulares de Saccharomyces cerevisiae fixa-
rem a nistatina e o correspondente conte(do
em esterdis (14); ¢ — os esterdis podem prote-

*  Trabalho realizado com auxilio da Fundagéio de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo, Processo 74/1102
** Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, U.N.E.S.P., 14800 Araraquara SP.
*¥** Instituto de Quimica da U.S.P., Caixa Postal 20780, 01000 S&o Paulo SP.
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ger células sensiveis, inibindo a agéo dos polie-
nos {7,9,15,19); d — digitonina, substancia ca-
paz de complexar esterdis, também o faz com
os polienos (14); e — membranas que tiveram
seus esterdis extraidos com solventes ndo séo
capazes de ligar os polienos. A pré-incubagéo
de tais membranas com os esterdis todavia,
restabelece a capacidade de ligacdo (13).

Embora seja sugerida a correlagdo contelido
de esterol e susceptibilidade, ndo sabemos até
que ponto ela pode ser responsabilizada pela
maior ou menor sensibilidade aos polienos. Os
recentes trabalhos com lipossomas tém mos-
trado a participacdo de outros fatores gue in-
fluem na referida susceptibilidade (11). Hus-
chen & Feingold (11} atribuem um pape! de
destaque & composicio quimica e distribuicdo
dos fosfolipideos bem como ao proprio arranjo
dos componentes da membrana. Além disso,
Gale {7) encontrou esterdis na parede da Candi-
da albicans, os quais poderiam combinar-se
com os polienos, unido esta que n&o traria con-
seqiiéncias para a célula, mas inativaria parte
do antibiotico.

O presente trabalho tem como objetivo ava-
liar o contetido de esterdis de diferentes espé-
cies de leveduras, tanto em fase logaritmica co-
mo estacionéria de crescimento e correlaciona-
lo com as concentracdes minimas inibitérias
{MIC) da nistatina e anfotericina B.

Material e Métodos

Microrganismos — Foram utilizados os seguin-
tes microrganismos: Saccharomyces cerevi-
siae, NCY. 366, Torulopsis glabrata, Candida al-
bicans, C. tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis.
O primeiro foi cedido pelo Prof. A.H. Rose e os
demais obtidos da Micoteca do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da USP.

Meios de cultura — Os microrganismos foram
mantidos em extrato de maite 4gar (Oxoid Ltd.,
London, England) repicados mensalmente. A
determinacdo da MIC foi realizada em Antibio-
tic medium 21 (Difco Laboratories Inc., Detroit,
Michigan, USA). Para a dosagem de esterdis,
as leveduras foram cultivadas em meio YPD
constituido de extrato de levedura, 0,6g, pepto-
na, 0,8g e glicose, 2,0g, em 100ml de 4gua.

Antibidticos — A nistatina e a anfotericina B,
gentilmente cedidas pela Squibb, Industrias
- Quimicas S.A., foram conservadas sob forma
micropulverizada a 4°C e, no momento do uso,
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dissolvidas em dimetilsulfoxido, diluidas em
&gua e utilizadas nas concentracdes desejadas.

Determinacdo do MIC — Foi utilizado o méto-

"do de Shadomy & Espinel-Ingroff (18), empre-

gando tubos contendo 4,9ml do meio descrito
acima. O inéculo empregado foi de 0,1ml de
uma suspensao preparada da seguinte maneira:
50m! de YPD em erlenmeyer de 250ml, foram
inoculados, com uma alcada da levedura a ser
testada, incubados a 30°C em agitador rotat6-
rio, por 24 horas; 0, 1mi deste pré-inéculo foi se-
meado em 30mi de YPD, em erlenmeyer de
250ml, contendo um tubo acoplado lateralmen-
te e a suspensio incubada a 30°C em agitador
rotatério. O crescimento da levedura foi acom-
panhado, fazendo-se leituras da densidade 6p-
tica através do tubo lateral, em espectrofoto-
metro Coleman Jr Il (550nm), até atingir a fase
de crescimento desejado. A seguir, as células
foram separadas por centrifugacéo {12.100 x g)
por 5 minutos, a 4°C e o precipitado foi ressus-
penso em agua destilada estéril. Apés trés lava-
gens, a densidade Optica do material suspenso
em Aagua foi ajustada a 0,6 (Coleman Jr Il,
550nm) e utilizado para inocular os tubos para a
determinacdo da MIC.

Dosagem dos esteréis — Os microrganismos
foram cuiltivados em 120mi de YPD, contidos
em erlenmeyer de 1| e inoculados com 0,4ml do
pré-inéculo. A incubacio foi efetuada a 30°C
em agitador rotatério e as culturas, ao atingi-
rem a fase de crescimento desejado, foram
centrifugadas, lavadas trés vezes com é&gua
destilada estéril e, a seguir, liofilisadas. Os este-
réis foram dosados pelo método de Breivik &
Owades (1). ‘

Anélise dos esteréis por cromatografia em ca-
mada delgada — Os microrganismos foram
cultivados em YPD (240ml) em erlenmeyer de
2|, até atingirem as fases de crescimento dese-
jado e, a seguir, centrifugados (12.600x g, a
4°C) e lavados duas vezes com agua destilada.
A 6,0ml do creme de leveduras foram adiciona-
dos 6,0m! do creme de leveduras foram adicio-
nados 6,0ml de élcool etilico e 3,0g de hidrdxi-
do de potassio e a mistura submetida a diges-
tdo (1). Apés a extragéo, bmi de n-heptano, o
solvente do extrato foi evaporado, com corren-
te de nitrogénio até a secura e o residuo redis-
solvido em 0,5ml de cloroférmio. Os extratos e
os padrdes foram aplicados nas placas de cro-
matografia em silica-gel GF 254 (E. Merck,
Darmstadt, Germany) de 0,25mm de espessura
e a cromatografia foi desenvolvida no sistema
solvente, constituido de benzeno-acetona
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{80:20v/v). Dada a impossibilidade de se obter
0 24(28) dehidroergosterol puro, ndo foi feito
seu padrdo, mas, considerando-se que o méto-
do de Breivik & Owades (1) dosa tdo somente
este e o ergosterol, admitiu-se que as manchas
encontradas correspondiam a estes dois com-
ponentes. Alids Rose, A.H. {comunicacdo pes-
soal} ja salientou a dificuldade em separé-los
por cromatografia em camada delgada. A reve-
lacdo foi feita em cadmara saturada com iodo.

Resultados e Discusséo

Com excecdo de C. tropicalis e C. krusei, as
demais leveduras testadas apresentaram MIC
maior em células provenientes de culturas em
fase estacionéria (Tabela 1). Este fato em si é
comum na microbiologia, ou seja, células em
fase exponencial sdo mais sensiveis aos agen-
tes antimicrobianos. O curioso entretanto é que
o conteldo em esterois em S. cerevisiae, C. pa-
rapsilosis, T. glabrata e C. albicans aumentou
na fase estaciondria (Tabela 2), o que deveria
tornar a célula mais sensivel. Vejamos as possi-
veis hipéteses para explicar estes achados.

A cromatografia em camada delgada de ex-
tratos de células, em fase logaritmica revelou,

M.T. Shimizu & F. Alterthum

em todos 0s casos, a presenca de esqualeno,
lanosterol e a mistura de ergosterol e 24(28) de-
hidroergosterol {Figura 1A). Ja nas células em
fase estaciondria, detectamos tdo somente o
ergosterol e seu precurssor imediato, o 24(28)
dehidroergosterol (Figura 1B). Isto pode ser ex-
plicado, uma vez que as células, ao entrarem
em fase estacionaria, diminuem a sintese de es-
terdis, consumindo todos os intermediarios.
Como método de Breivik & Owades (1) dosa
tdo somente ergosterol e 24(28) dehidroergos-
terol, é possivel que o valor total de esterdis en-
contrados em células em fase logaritmica seja
maior. Isto explicaria as diferencas de MIC nas
duas fases, uma vez que ha maior afinidade dos
polienos pelos esterdis na seguinte ordem: er-
gosterol > B-sitostero! > colesterol = lanoste-
rol (4).

Outra possibilidade é que haja biossintese de
outros componentes de parede que tenham afi-
nidade pelos polienos, como ja foi demonstra-
do por Hammond & Kliger (10} em C. albicans
ou, ainda, que estes componentes ndo permi-
tam o acesso da droga ao seu alvo, os esterdis
{8). Esta hipotese tem o suporte indireto dos
trabalhos de Deutch & Parry (5) e Carvalhal
(comunicac8o pessoal), que mostraram haver
maior dificuldade em obter-se esferoplastos de
S. cerevisiae frente a enzimas degradadoras de

Tabela 1 — Concentragdo minima inibit6ria (MIC) de nistatina e anfotericina B, de diferentes espécies de leveduras

Nistatina (U/ml) Anfotericina Blug/ml)
Microrganismos Fase Fase Fase Fase
exponencial estaciondria exponencial estaciondria
Saccharomyces cerevisiae 20,90 36,60 3,30 5,00
Candida parapsilosis 17,80 31,40 4,20 5,00
Torulopsis glabrata 8,30 10,40 0,568 0,84
Candida albicans 3,60 4,70 0,20 0,25
Candida tropicalis 10,50 10,50 0,38 0,38
Candida krusef 12,50 12,50 0,76 0,76

Tabeta 2 — Contelido de 24(28) dehidroergosterol e ergosterol em diferentes fases do crescimento de leveduras*

Fase exponencial Fase estacionéria

Microrganismos

24(28) dehidro- Ergosterol 24(28) dehidro- Ergosterol

ergosterol ergosterol

Saccharomyces cerevisiae 0,622 + 0,15 0,38+ 0,11 1,66 + 0,17 0,64+ 0,20
Candida parapsilosis 0,12 + 0,05 0,32+ 0,04 0,22+ 0,09 0,42+ 0,04
Torulopsis glabrata 0,14+ 0,10 0,36+ 0,02 0,27 + 0,09 0,56+ 0,07
Candida albicans 0,14 £ 0,09 0,34+ 0,09 0,18 + 0,06 0,40+ 0,04
Candida tropicalis 0,11+ 0,03 0,37+ 0,02 0,17+ 0,04 0,36+ 0,16
Candida krusei 0,15+ 0,08 0,35+ 0,04 0,12+ 0,09 0,35+ 0,09

* mg/100mg de células liofilisadas
a — média de quatro experimentos

b — desvio padrdo da média
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Figura 1 — Cromatografia em camada delgada — células provenientes de fase exponencial {1A) e estacionéaria de cresci-

mento {1B)

1 — C. tropicalis

2 — C. albicans

3 — C. krusei

4 — Padrdo de Ergosterol
5 — Padrdo de Lanosterol

7 — S. cerevisiae

9 — T. glabrata

O

parede, em. células provenientes de fase esta-
ciondria.

Finalmente, Camba (3) mostrou, em S. cere-
visiae, que células com enddgeno progressiva-
mente esgotado, tornavam-se mais resistentes
a nistatina e, além disso, inibidores de transpor-
te bloqueavam o efeito deste antibiético. Dian-
te destas observacdes, podemos admitir que
células em fase estaciondria sejam mais resis-
tentes pelo fato da disponibilidade energética
ser comparativamente menor do que na fase lo-
garitmica, o que explicaria os resultados obti-
dos.
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Em recente trabalho, Huston & Hoeprich(12)
encontraram grandes variacdes nas determina-
cdes da MIC, de quatro fungos patogénicos,
chamando atencdo para as seguintes varidveis:
tamanho do indculo, composicdo do meio de
cultura, condi¢cdes de incubagdo tais como,
temperatura e tempo de incubagdo. Nosso tra-
balho mostra claramente um fator a mais, qual
seja, a idade das células. Além disso, demons-
tra que somente o contetdo de esterdis nédo po-
de ser o indicador de maior ou menor suscepti-
bilidade aos polienos, nistatina e anfotericina B.
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Influéncia de compostos
nitrogenados e da relagdo

C/N na obtenc¢édo do concentrado
proteico de microrganismos

Jocelem Mastrodi Salgado*
& José Renato Sarruge**

Resumo

Estudo da producgdo de proteina de leveduras e verificagéo da possivel influéncia da nature-
za da fonte de nitrogénio e da variac8o da relagdo C:N sobre a porcentagem de proteina to-
tal. Sal amoniacal, como fonte de nitrogénio em meio sintético, aumenta o porcentual pro-
teico, se comparado ao sal nitrico. Meios contendo 1% de glicose produzem maior contet-
do proteico, independentemente da fonte de nitrogénio.

Summary

Influence of nitrogen compounds and C/N ratio on proteic concentrate of microorganisms

Yeast protein production in laboratory and verification of possible influence of the nature of

the nitrogen source and variation of C/N ratio on the percentage of total protein. Ammo-
nium salt as nitrogen source in synthetic medium increases protein percentages as compa-
red to nitrate salt. Media with 1% glucose produce the highest protein content, indepen-
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dent of the nitrogen source.

Introducgéo

A producdo de proteina, para consumo hu-
mano e animal, estd em franco desenvolvimen-
to, procurando atender & uma necessidade que
deveré ser ainda maior, no decorrer da década
de 80. Espera-se que a demanda mundial de
proteina dobre, até o fim do século.

Atualmente, as fontes mais importantes de
proteinas n3o convencionais no mercado mun-
dial s3o as farinhas de soja e de peixe. A iongo
prazo, parecem .ser bastante promissoras as
proteinas produzidas a partir de processos fer-
mentativos ("‘single cell protein-SCP),

O Brasil, embora seja um pais em desenvolvi-
mento, apresenta acentuado ‘‘deficit” de pro-
teinas. Segundo a ’Food and Agriculture Orga-
nization (FAQ)'’ existem, na populagéo brasilei-
ra, cerca de 23 milhdes de subnutridos, dos
quais 13 milhdes estdo no nordeste. Essa esta-

tistica considera subnutridos os individuos que
recebem menos de 70 gramas de proteinas por
dia e, sobretudo menos, que 35 gramas de pro-
teina animal.

Ha necessidade, portanto, de ser introduzida
fonte protéica rica em aminoacidos essenciais,
de baixo precgo e de paladar que satisfaca os héa-
bitos alimentares atuais.

Certas leveduras preenchem esses requisi-
tos. Embora Saccharomyces sp seja considera-
da muito exigente em carbono, fragil e de me-

" nor palatibilidade, justifica-se plenamente o seu

estudo em funcdo do potencial oferecido pela
inddstria alcooleira e porque seu aproveitamen-
to ja é fato consumado no pais.

Segundo Desmonts (4}, as leveduras alimen-
tares sdo fragmentadas mortas, tendo perdido
o poder fermentativo, normalmente, sdo pro-
duzidas a partir de Saccharomyces e Candida.

Sua utilizagdo é feita-em forma de palhetas,

* Departamento-de Tecnologia Rural da Escola Superior de Agricultura "*Luiz de Queiréz” — USP, 13400 Piracicaba, SP.
- ** Dgpartamento de Quimica da Escola Superior de Agricultura “’Luiz de Queiréz'~USP, 13400 Piracicaba, SP.
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em pd, em comprimidos, sob a forma de prepa-
racdes alimentares, extratos ou hidrolisados. O
aproveitamento de levedura ndo termolisada é
desaconselhavel, uma vez que é um organismo
dotado de atividade fermentativa muito grande
{2).

Segundo Desmonts (5}, ha, atualmente, in-
teresse por parte das indUstrias alimentares pa-
ra o aproveitamento de leveduras, o qual ainda
estd muito abaixo da realidade.

Por outro lado, a variag8o de fatores fisicos e
quimicos nos meios de fermentacdo altera a
composicdo vitaminica, a atividade enzimatica
das leveduras e provavelmente o teor protéico
(4).

A presenca de sais de amdnio nos meios de
cultivo, determina a aceleracdo continua na ve-
locidade de fermentacéio, enquanto que a pre-
senca de ions NOj é desfavoravel as células de
levedura (3).

Oliveira (7), estudando a influéncia da forma
& quantidade de nitrogénio no rendimento pro-
teico das leveduras, verificou que o meio suple-
mentado com sais de amdnio foi mais favoravel
as leveduras, quando comparado com o meio
suplementado com nitrato.

O objetivo deste trabalho foi estudar a produ-
¢do de proteina de levedura em condigSes de
laboratério. Desenvolveu-se ensaios de fermen-
tacdo para verificar a possivel influéncia da na-
tureza dos compostos hitrogenados e da varia-
céo da relagdo C/N, na porcentagem de protei-
na bruta.

Material e Métodos

Ensaio de fermentacdo — Foi utilizado meio ba-
sico sintético, fornecendo diferentes quantida-
des de nitrogénio, na forma nitrica e amoniacal,
bem como de glicose, para as leveduras.

Meio sintético bdsico — Diversos meios foram
testados, para verificar a viabilidade de bom de-
senvolvimento do microrganismo. O meio es-
colhido foi o apresentado no manual da DIFCO
(6) cuja composicio é:

glicose 10,09
KH,PO, 1,0g
MgSO, 0,5g
NaCl 0,19
CaCl, 0,1g
Extrato de levedura 20g
Agua completar um litro

Microrganismo — A levedura utilizada foi Sac-
charomyces uvarum, 1Z 1831 desenvolvida e
conservada em meio de malte inclinado.

O inéculo foi preparado, transferindo-se,
com auxilio de alca de platina, células desenvol-
vidas para erlenmeyer de 500m! contendo
200ml do meio completo devidamente esterili-
zado. A quantidade de células foi = 107
células/ml. As células foram incubadas durante
24 horas, sob agitagéo de 90 rpm, em agitador
reciproco em temperatura de 26 a 30°C.

Mejos de desenvolvimento — Foram prepara-
dos 30 frascos erlenmeyer de 500ml, cada qual
contendo 200ml do meio basico.

O total de frascos foi subdividido em seis tra-
tamentos, contendo cada qual cinco frascos er-
lenmeyer, dos quais quatro foram utilizados co-
mo repeti¢cGes na condicdo do experimento e
um deles aproveitado para preparacdo do in6-
culo. Os tratamentos foram os seguintes:

meio basico + NaNO, 1% + glicose 1%
meio basico + NaNO, 1% + glicose 5%
meio basico + NaNO, 1% + glicose 10%
meio basico + (NH,),SO, 1% + glicose 1%
meio basico + (NH,),S0, 1% + glicose 5%
meio basico + (NH,),S0,1% + glicose 10%

Apbs a adigdo de cada componente, os fras-
cos foram tamponados com algodao e esterili-
zados por quinze minutos a 121°C.

Inoculacdo e desenvolvimento — Do inéculo,
transferiu-se assepticamente 40ml do conteu-
do, perfeitamente homogeneizado por agita-
¢80, para os frascos com 200ml de meio, dos
diferentes tratamentos.

Os frascos foram mantidos em agitacdo a
90rpm, em temperatura de 26° a 30°C, por 72
horas, quando considerava-se o processo ter-
minado.

Amostragem e anédlise — As células obtidas
nos ensaios foram separadas por centrifugacdo
a 3600g por 10 minutos, em centrifuga refrige-
rada a 0°C. Ap6s trés lavagens com 100ml de
agua destilada, as células foram levadas a estu-
fa, a 65°C, por uma noite. Desse material, fo-
ram retiradas trés amostras de cada tratamen-
to, para a determinacéo do nitrogénio, total pe-
o método do microkjeldahi (1).

A proteina bruta foi obtida por muitiplicacdo
pelo fator 6,25. O delineamento estatistico foi
inteiramente casualizado, de acordo com Pi-
mentel Gomes (8).

Na comparagio das médias, utilizou-se o tes-
te de Tukey, segundo Pimentel Gomes (8).
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Resultados e Discusséo

Os resultados dos teores protéicos das leve-
duras nas fermentacdes conduzidas em labora-
tério, com variagdo da fonte de nitrogénio (ni-
trato de sodio e sulfato de amdnio), e de teor de
glicose (relagdo C/N) aparecem, na Tabela 1.
Os resultados das comparacbes das médias,
pelo teste de Tukey encontram-se na Tabela 2.

Tabela 1 — Teor de proteina de levedura (%) em fungéo
da fonte de nitrogénio e do teor de glicose

Tratamentos RepeticGes

Sal Nitrogenado | Glicose % 1 2 3 4
NaNOjy 1 41,20 | 40,50 | 43,10 41,50
(NH4),S04 1 47,35 | 47,30 | 49,10 | 49,06
NaNO, 5 25,40 | 25,30 | 29,15 | 30,35
(NH4),S0,4 5 45,15 | 43,20 | 45,40 | 43,06
NaNO; 10 28,00 | 28,40 | 29,30 | 28,40
(NH4),S0,. 10 45,05 | 48,40 | 47,30 | 48,60
CV = 2,12%

Tabela 2 — Comparac3o das médias pelo teste de Tukey

Fontes
Glicose % NaNO3 {NH4),S04
1 40,15 43,95
5 31,63 41,66
10 32,28 43,45
DMS = 1,64

Referéncias Bibliograficas

1. Bailey, J.L. — Techniques in protein chemistry. 2% ed.
Amsterdam, Elsevier, 340-352, 1969.

2. Birolaud, P. — Les levures aliment: sources proteine.
Ind. Agric. et Alim., 77:635-644, 1969.

3. Bourdet, A. — Ftude et mesure du pouvoir fermentaire
des levures hautes pressées de boulangerie en founc-
tion de la présence de diveri éléments necessaires a leur
activité ou susceptibles de I'accroitre. Ind. Agric. et
Alim., 66:531-537, 1948.

4. Desmonts, R. — Tecnologia da producdo de fermen-
tos. Bol. Inform. da APM (Piracicaba), 5:1-11, 1966.

. Paulo}, 10(1}, 1979 21

Do exame dos dados e da anélise estatistica,
sobre a producdo de proteina, variando o sal ni-
trogenado e a relagdo C/N, seguem as seguin-
tes apreciacodes. v

a) O sulfato de aménio, no meio sintético,
elevou a percentagem de proteina. Talvez isso
se deva ao fato de que o nitrogénio amoniacal
ja esteja reduzido a nivel de éxi-reducdo de ni-
trogénio protéico, enquanto que o nitrogénio
da forma nitrica deve sofrer uma redugéo pré-
via. Esses resultados estdo de acordo com 0s
encontrados por Oliveira (7) e Bourdet (3).

b) Por outro lado, quando o sal nitrogenado
foi NaNO,, houve diminui¢cdo no teor protéico,
quando a concentragéo de glicose foi elevada
de 1 para 5 ou 10%. No meio nutritivo, quando
o sal nitrogenado foi (NH,),SO,houve decrésci-
mo no teor protéico apenas para o tratamento
com 5% de glicose. ‘

¢) Com o aumento da relagdo C/N, o decrés-
cimo da percentagem de proteina foi relativa-
mente pequeno para a suplementagéo com sal
amoniacal, maior para a suplementacdc com
sal nitrico, indicando uma dependéncia entre o
teor protéico e a forma de alimentagéo nitroge-
nada.

Os resultados deste trabalho mostraram que
o sal amoniacal (NH,),SO,, no meio sintético,
elevou a percentagem de proteina no meio,
quando comparado com o sal nitrico Na(NO,).
Observou-se, ainda, que, em meios contendo
1% de glicose, a percentagem de proteina foia
mais elevada, independentemente da fonte ni-
trogenada.
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Comportamento “in vitro”’ do fungo
Aspergillus nidulans em
resposta ao fungicida Plantvax

Pedro Magalhdes Lacava*

Resumo

Estudo do comportamento do fungo filamentoso A. nidulans, através de seu mutante au-
xotréfico pro A 1; paba A 6; y A 1 frente concentragéio de 10 — 2560 Ltig/mi do fungici-
da Plantvax em meio sélido, evidenciando a presenca de colénias resistentes, além de alte-
racdes no crescimento do fungo expressas através das taxas de crescimento das culturas.

Summary

Behavior “in vitro” of the fungus Aspergi/lils nidulans in response to the fungicide plantvax

Study of behaviorment of the phylamentous fungi A. nidulans by means of it's auxotrophic
mutant pro A 1; paba A 6; y A 1 facing the concentration of 10 — 2560 Ma/mi of the fun-
gicide Plantvax — on solid medium, showing the presence of resistent colonies, besides

growth alterations by the growth ratios on cultures.

Introdugéo

Com a introducdo de fungicidas organicos
que apresentam mecanismos especificos de
acdo e em alguns casos com caracteristicas sis-
témicas, ampliou-se ainda mais as perspectivas
de uso destes defensivos agricolas. Contudo a
introducéo, na prética, dos fungicidas sistémi-
cos com acéo altamente especifica tornou fre-
qlientes os relatos sobre a ocorréncia de fitopa-
togénicos com resisténcia aos fungicidas.
Georgopoulos (2) admitiu que até esta data os
raros casos de aparecimento de linhagem de
fungos resistentes aos fungicidas deveram-se
ao uso de substancias de natureza néo especifi-
ca no controle de doenca em plantas. Os estu-
dos relativos aos mecanismos de resisténcia
aos fungicidas tém demonstrado freqiiente-
mente um relacionamento bioquimico entre o
mecanismo de acdo do agente téxico e 0 meca-
nismo de resisténcia do fungo. De acordo com

Van Tuyl (6), um fungicida raramente apresen-
ta um sitio ativo de acdo. Entdo, a resisténcia é
devida a inativac8o e desintoxicacdo do com-
posto ou decréscimo da permeabilidade da
membrana celular. Com relacdo aos fungicidas
do grupo dos oxatiins, trabalhos de Edginton &
Barron (1) e de Snel & col. (5), demonstraram
uma agdo especificamente téxica para os basi-
diomicetos. Ac¢do esta que inibe a producéio de
energia, conforme Mathre (3, 4) e por White
(7).

Material e Métodos

A linhagem de Aspergillus nidulans utilizada
neste estudo foi a proveniente do setor de Ge-
nética de Microrganismos do Instituto de Gené-
tica da ESALQ — USP, possuidora de varias
marcas genéticas, fato este que permitira estu-
dos posteriores sobre a resisténcia genética ao
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fungicida por parte do referido fungo.
Meio de cultura — Meio completo soélido (nitra-
to de sddio 6g; cloreto de potéssio 0,562g; sulfa-
to de magnésio 7H,0 0,52g; fosfato dihidroge-
nado de potassio 1,562g; sulfato de ferro e sulfato
. de zinco tracos; dextrose 10g; peptona 4g; ex-
trato de levedura 1g; caseina hidrolisada 26ml e
solucdo de vitamina 10ml. Ajuste do pH para
6,5 e esterilizacdo por autoclavagem a 121°C
durante 15 minutos.

Fungicida — O fungicida Plantvax (4,4-diéxido-
5,6-dihidro-2 metil-1,4-oxatiin-3 carboxianilida)
de forma impirica C,,H,;,O,N; apresenta-se na
forma de p6 molhavel, pouco sollvel em dgua e
solivel em acetona. As concentragfes de
Plantvax utilizadas foram preparadas apés solu-
bilizacdo do fungicida em acetona. A concen-
tracdo final da acetona, nos tratamentos néo
excedeu a 1%, valor este ja verificado como
no inibidor do fungo.

Sobrevivéncia dos conidios — Através de uma
alca de inoculagdo os conidios de uma cultura
com 72 horas de incubacdo foram transferidos
para uma solucdo esterilizada de Tween 80
{0,1% v/v). Os conidios foram semeados em
placas de Petri contendo meio completo acres-
cido das diferentes concentragGes do fungici-
da. O periodo de incubacdo foi de 72 horas a
37°C.
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Taxa de crescimento — Para obtencdo da taxa
de crescimento inocularam-se por picadas os
conidios no centro das placas contendo meio
completo e as diferentes concentragdes do fun-
gicida. A incubag#o processou-se por trés pe-
riodos a 37°C.

' Resultados e Discusséo

Pela exposicdo dos conidios as diferentes
concentragdes de Plantvax foi possivel cons-
truir uma curva de sobrevivéncia. A Figuralea
Tabela 1 mostram curva de sobrevivéncia, o
nGmero de coldnias formadas e as porcenta-
gens de sobrevivéncia e o niimero de conidios
da referida linhagem apés exposicGes de 10, 20,
40, 80, 160, 320, 640, 960, 1.280 e 2.560 ug/ml
de Plantvax. ,

Através da medida dos halos de crescimento
das colénias da linhagem pro A 1; paba A6, y A
7 'submetida as diferentes concentraces de
Plantvax, pode-se avaliar o desenvolvimento do
fungo. As Tabelas 2, 3 e 4 indicam os diametros
dos halos nos periodos de 72, 96 e 120 horas de
incubacdo e a Figura 2, as curvas das taxas de
crescimento, representadas pelos seus valores
médios.

As anélises da variéncia dos dados das Tabe-
las 2, 3 e 4indicam que as taxas de crescimento
da linhagem submetida as diferentes concen-
tragGes de Plantvax diferiram significativamen-

Figura 1 — Curva de sobrevivéncia da linhagem pro A 1; paba A 6; y A 1 tratada com o fungicida Plantvax
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Tabela 1 — Porcentagens de sobreviventes da linhagem proA7; pabaA6; yAT tratada com Plantvax

Concentragdes N?de,cc?lénias % de sobreviventes N?desgb_reviventes

{ug/mi) {médias) (conidios/ml)
0 158 100,00 1,53 x 106

10 120 75,60 1,15 x 106

20 104 65,62 1.00 x 106
40 88 55,44 8,48 x 105
80 83 52,29 8,00 x 105
160 79 49,77 7,61 x 105
320 75 47,25 7,22 x 105
640 70 44,10 6,74 x 105
960 53 33,39 5,10 x 105
1280 49 30,87 4,72 x 108

Tabela 2 — Didmetro de halos de crescimento da linha

Plantvax apés 72 horas de incubaggo

gem proA1; pabaA6; yA1 submetida a diferentes concentragdes do

Concentrages Diémetro dos halos Médias
{ug/ml) (mm)

0 48 48 49 50 49 48,8

10 46 44 46 45 45 45,2

20 40 38 39 38 39 38,8

40 30 34 32 3N 30 31.4

80 26 28 28 27 26 27,0

160 23 24 24 23 24 23,6

320 18 20 18 - 19 18 18,6

640 12 " 12 1 10 1,2

Tabela 3 — Didmetro dos halos de crescimento da linha

do Plantvax ap6s 96 horas de incubag8o

gem proA1; pabaA6; yA1 submetida a diferentes concentragoes

Concentragdes Diametro dos halos Médias
{ug/mi) {mm)

0 69 68 68 69 67 68,2

10 66 64 64 65 64 64,6

20 60 59 58 58 59 58,8

40 50 50 49 49 51 49,8

80 39 38 39 38 37 38,2

160 30 30 31 31 30 30,4

320 28 26 26 27 28 27,0

640 14 13 15 14 15 14,2

Tabela 4 — Dismetro dos halos de crescimento da linhagem proA1; pabaA6; yAl,

tragdes do Plantvax apés 120 horas de incubagdo

quando submetida a diferentes concen-

ConcentragBes Digmetro dos halos Médias
{ug/mil) {mm)

0 74 74 73 74 75 74,0
10 70 70 n 70 71 70,0
20 67 68 67 67 66 67,0
40 60 59 59 58 59 59,0
80 47 49 48 48 47 47,8
160 35 35 36 - 34 35 35,0
320 31 30 29 29 30 29,8
640 22 23 22 21 23 22,2
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Figura 2 — Curvas das taxas de crescimento, representa-
das pelos seus valores médios quando da exposicdo ao
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te no nivel de 1% de probabilidade evidencian-
do em efetiva interferéncia no desenvolvimento
do fungo, & medida que as concentracbes do
fungicida eram.aumentadas, relevando assim a
acdo fungitéxica do produto testado. A curva
de sobrevivéncia evidenciou a total sensibilida-
de de fungo apenas a partir de 2.560 p g/ml de
Plantvax indicando a presenca de resistentes
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Resisténcia genética
do Aspergillus nidulans
ao fungicida Benomii

Pedro Magalh3es Lacava*

Resumo

Mutante resistente ao fungicida Benomil (Metil 1 (butil-carbamoil}-2-benzimidazole-
carbamato) foi obtido espontaneamente, a partir de linhagem de Aspergillus nidulans, com
fregiiéncia de 3 em 106 conidios. A anélise genética do mutante (Ben 7) evidenciou o envol-
vimento de um gene (ben 1), localizado no grupo de ligacéo VIII. Contudo, ndo foi observa-
da ligacéo entre ribo 2, usado como marcador geriético, e ben 1, determinante da resistén-
cia ao Benomil.

Summary

Genetical resistance of Aspergillus nidulans to benomil

A resistent mutant to the fungicide Benomil (metil 1 (butil-carbomail}-2-benzimidazole-
carbamato) has been obtainned spontaneously from a strain of Aspergillus-nidulans at a
frequency 3in to 108 conidia. The genetical analysis of ben 7 mutant has shown the invol-
vement of one gene (ben 7/ localized in the VIl linkage group, however it was not observ-
ed the linkage between ribo 2 used as a genetical marker and ben 7 that determines the re-

sistance to benomil.

Introdugao

A preocupacd@o com as perspectivas do uso
dos fungicidas esta se tornando cada vez mais
acentuada, dada a maneira progressiva da sele-
céo de linhagem resistentes, das mais variadas
espécies de fungo. Constatacdes de resistén-
cias aos derivados do benzimidazol, na prética,
sdo relatadas por Schroeder & Dovas (8),
Wuest & col. (18), Wicks (17), Bollen & Van
Zaayen (5) e por Talboys & Davis (15). Entre
nés, Remiro & Kimati (12}, descreveram a ocor-
réncia de Micosphaerella fragariae, resistente a
Benomil e Tiofanato.

Neste trabalho, sfo apresentados os resulta-
dos da obtencdo e anélise genética de um mu-
tante de A. nidulans resistente ao fungicida Be-
nomil, no qual se procurou caracterizar o gene

envolvido na resisténcia, bem como sua posi-

¢8o no mapa genético do fungo.

Material e Métodos

Linhagens de A. nidulans empregadas — A va-
riante resistente de A. nidulans foi obtida a par-
tir de mutante nutricional pro A 1; paba A 6; y
A 1. Para o cruzamento que permitiu a analise,
utilizou-se a linhagem MSE (“Master Strain
E”), que possui um marcador genético em cada
um dos oito grupos de ligagdo conforme
McCully & Forbes (9).. A origem e descriciio
dos mutarites podem ser encontradas em Clut-
terbuck (7).

Meios de cultura — Os meios de cultura empre-
gados para manutenc8o e ensaios de requisitos
nutricionais foram: meio minimo e meio com-
pleto para Aspergillus segundo Pontecorvo &
col. (11); meio de galactose, preparado do mes-
mo modo que o meio minimo, substituindo-se a
glicose pela galactose; meio de acetato de
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aménio, conforme Apirion (1) e as solugdes su-
plementares, adicionadas ao meio minimo,
conforme Pontecorvo & col. (11).

Fungicida — Benomil = Metil 1 (butil-carba-
moil)-2-benzimidazole-carbamato), tem a se-
guinte férmula empirica: C,H,gN, O, Apresen-
ta-se solivel em acetona, insolivel em agua,
etanol e heptano e caracteriza-se por ser um
fungicida sistémico conforme descri¢éio de Car-
doso & col. (6). Para o preparo do Benomil,
utilizou-se acetona na concentragdo final que
ndo excedeu a 1%, valor verificado por Azeve-
do & col. (4), como néo inibidor do fungo.

Obtencdo de mutantes resistentes ao Benomil
— A obtencdo esponténea dos mutantes foi
feita através da semeadura de '0,1ml de uma
suspensdo com 1,63 x 108 conidios, da linha-
gem auxotréfica pro A 1; paba A 6; y A1, em
placas gradientes, com meio completo conten-
do o fungicida Benomil, na concentracdo maxi-
ma de 0,500 ug/ml. Apds 72 horas de incuba-
cdo, a 37°C, as coldnias que evidenciaram cres-
cimento, ha area de maior concentracdo do
fungicida, foram transferidas para tubos de cul-
tura, contendo meio completo sdlido e incuba-
das normalmente, constituindo-se culturas es-
toques. Para a caracterizagdo definitiva da re-
sisténcia, estas culturas foram novamente ino-
culadas, por picadas em meio sélido completo,
acrescido do fungicida, na referida concentra-
cdo. A freqiiéncia de colonias resistentes foi de
3 em 108 conidios. Destas, a que apresentou
crescimento normal, sob a agdo do fungicida,
foi considerada mais resistente e passou a
denominar-se ben 7. Os niveis de resisténcia na
linhagem original e na MSE foram de no maxi-
mo 0,375 ug/ml do fungicida, ao passo que o
Ben 1 suportou normalmente 0,500 ug/ml de
Benomil.

Técnicas de anélise genética — Heterocérios —
A heterocariose em A. nidulans ja foi escrita e
discutida por Pontecorvo & col. (11). Para ob-
tencdo dos heterocérios, empregou-se a linha-
gem MSE, que apresenta diferentes requeri-
mentos nutricionais frente a linhagem pro A 1;
paba A 6; y A 1. A seguinte técnica foi utiliza-
da: aproximadamente, igual nimero de coni-
dios, de cada uma das duas linhagens (cerca de
109), foi colocado em 2ml de meio minimo, su-
plementado com 2% de meio completo. A sus-
pensdo contendo os dois tipos de conidios foi
incubada por um periodo de 4 a 5 dias, a 37°C.
Findo o periodo, formou-se uma pelicula super-
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ficial, a qual foi retirada e colocada em peda-
cos, sobre a superficie do meio minimo solido,
contido em placa de Petri. Apos periodo de 48
horas, regides, caracteristicamente heteroca-
ribticas, puderam ser observadas.

Anélise meiética — O método consistiu no pre-
paro normal do heterocério, em placas de Petri
contendo cerca de 40ml de meio minimo e ve-
dadas por fita celuldsica, determinando uma
anaerobiose parcial, que favorece a formagdo
dos corpos de frutificag8o. Apos 10 dias de in-
cubaco, constatou-se a formacdo de cleistoté-
cios de varios tamanhos. Através da agulha de
inoculagdo, os cleistotécios maduros e de
maior volume foram transferidos para placas
com agar a 3%. Na superficie, por intermédio
da agulha de inoculag&o, procurou-se, por rola-
mento, retirar conidios e células de “Hulle”,
aderidas. Os cleistotécios limpos foram leva-
dos, pela aguiha, para tudos de ensaio, conten-
do 0,5ml de solucdo salina, e comprimidos con-
tra as paredes dos mesmos. Os ascosporos li-
bertos foram mantidos em suspensdc, a qual
teve seu volume completado para 10ml. Desta,
aliquotas de 0,1ml foram semeadas em meio
completo, o que permitiu verificar se o cleisto-
técio era ou ndo hibrido, através dos segregan-
tes.

Classificacdo dos segregantes — Os segregan-.
tes obtidos foram transferidos para placas de
Petri, contendo meio completo, em formacéo
de B x 5 + 1. Apds 72 horas de incubag&o, por
intermédio de um replicador multifio descrito
por Azevedo & col. (3), transferiu-se as cold-
nias para os meios apropriados, visando a clas-
sificacdo>dos segregantes quanto aos requeri-
mentos nutricionais. Os meios empregados fo-
ram minimos, suplementados pelas substéncias
exigidas pelas linhagens paternais, exceto um
dos requerimentos. A classificagdo para marca-
dores visiveis foi efetuada através da observa-
¢do visual.

A andlise através do ciclo parassexual — Os di-
pldides heterozigotos foram obtidos pelo méto-
do descritivo por Roper (13), consistindo em se-
mear, em meio minimo, conidios que foram
previamente ressuspensos em “‘tween’’ e origi-
narios de um heterocario. Os dipldides proto- .
tréficos encontram condicdes de desenvolvi-
mento em meio minimo, capacidade esta ine-
xistente nos hapléides, dai a facilidade de isola-
los. A haploidizagdo foi feita com 1,4 -dicloro-
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2,5 dimetoxil benzeno (Chloroneb). Esta técni-
ca baseou-se no fato do fungicida Chloroneb
inibir o crescimento de linhagem dipléides, per-
mitindo o crescimento normal de setores ha-
pléides segregantes, sendo de 15ug/ml a pro-
porgdo deste fungicida, adicionada ao meio
completo, conforme Azevedo & Pacheco San-
tana (2).

Resuitados e Discussdes

A anélise genética dos variantes resistentes ob-
tidos: Anélise Meiética — Cruzamento do va-
riante resistente ao Benomil com a linhagem
MSE. Apéds 72 horas de crescimento, em meio
completo sélido a 37°C, colénias derivadas de
cleistotécios hibridos, oriundos do cruzamento
da linhagem MSE com a variante resistente ao
fungicida Benomil, foram classificadas quanto
a sensibilidade ou resisténcia a esse fungicida,
conforme a Tabela 1.

Tabela 1 — Segregacio para resisténcia em ascosporos
do cruzamento de MSE com o resistente ao Benomil

Cruzamento entre
resistentes Sensiveis | Resistentes | Total X2
e MSE
Ben 1 45 33 78 | 1,84NS

NS — néo significativo ao nivel de 5% de probabilidade

Anélise Mitética — Os dipldides, obtidos entre
a linhagem resistente {ben 7) e MSE produzi-
ram abundante haploidizacdo, em meio de
Chloroneb e puderam ser analisados genetica-
mente. Os resultados de andlise mitdtica estdo
na Tabela 2, indicando que o gene ben 7 esté
localizado no grupo de ligacdo VI, pois todos
os setores sensiveis foram ribo™ e os setores re-
sistentes ribo*. Conhecendo-se o grupo de li-
gacdo, contendo o mutante resistente, efe-
tuou-se a anélise meidtica, na tentativa de ma-
pear meioticamente o determinante ben 7. Sen-
do a linhagem MSE possuidora de pelo menos
uma marca genética em cada grupo de ligacdo,
analisaram-se os ascosporos de cleistotécios hi-
bridos, do cruzamento entre MSE e 0 mutante
resistente, a fim de verificar a possivel ligacdo
existente entre ben 7 e a marca da linhagem
MSE, localizada no mesmo grupo de ligaco.
Pelos resultados da anélise meidtica (Tabela 3),
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Tabela 2 — Anélise mitética: Dipléide MSE, pro A7; paba
A6, yAl benl

Grupo de ligagdo Sensiveis Resistentes
| pro+* paba+ 4 4
pro paba 2 3
Il w+ 2 5
w 4 2
Hi gal+ 1 3
gal 5 4
Vi pyro+ 2 6
pyro 4 1
Vfac A+ 3 5
fac A 3 2
Vls+ 5 5
s 1 2
VIl nic+ 1 6
nic 5 1
VIl ribo *+ 0 7
ribo 6 0

Tabela 3 — Andlise meidtica, ligacdo entre os genes ben 7
e ribo 2, no grupo de ligacdo VIl

Fendtipo dos segregantes obtidos N? de segregantes

ben 1+ ribo* 23
ben 1+ ribo- 18
ben 1ribo+* 7
ben 1 ribo- 4
52

=23+4 _27 400 = > 50%

¢ 52 B2

observa-se a ndo ligagdo entre a marca ribo 2,
usada como marcador genético, e ben 1, deter-
minante da resisténcia ao Benomil, em A. nidu-
lans.

O X2 calculado para a relacdo 1:1, supondo-
se a segregac¢do 1 sensivel para 1 resistente, o
que ficou comprovado pela nio significancia do
X? ao nivel de 5% de probabilidade. Desta for-
ma, a responsabilidade da resisténcia genética
ao fungicida Benomil, em A. nidulans, é atribui-
da a um Unico gene, denominado ben 7.

Tal fato é coincidente com os resultados ob-
tidos por Van Tuy! (16), que isolou mutantes de
A. nidulans resistentes ao fungicida Benomil, a
partir de meio completo contendo o agente ini-
bidor. Pela anélise dessas linhagens resistentes,
foi verificada mutac8o nuclear simples; e a re-
sisténcia ao fungicida, segundo esse autor, foi
devida a um gene principal, localizado no grupo
de ligacdo Vlil, responsavel por um alto nivel
de resisténcia ao Benomil. Contudo, dois ou-
tros genes ainda poderfio determinar a maior
resisténcia a esse fungicida.
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Summary

Most of the 121 yeasts representing 51 species had sodium chloride tolerances of 6% to
12% and none were below 4%. Inhibition of growth below the tolerance limit should be an
important selective factor in marine conditions since yeasts prevalent in seawater had so-
dium chloride tolerances of 9% or more and increased lag phases were observed with in-
creased sodium chloride concentration.

Resumo

Tolerdncia ao cloreto de sédio em leveduras isoladas de dgua do mar poluida no Rio de Ja-
neiro

A toleréncia ao cloreto de sédio foi estudada em 121 estirpes de leveduras isoladas de agua
de estudrio poluido abrangendo 51 espécies. A maioria das leveduras estudadas apresenta-
ra tolerancia ao cloreto de sddio entre 6 a 12% nenhuma tendo sido inferior a 4%. A inibi-
¢8o do crescimento abaixo do limite de tolerancia pode ser um fator seletivo importante em
condi¢des marinhas uma vez que as leveduras predominantes em 4gua do mar toleram
concentragdes iguais ou superiores a 9% de NaCl. Um aumento de fase lag-de crescimento

foi observado em decorréncia das concentracdes crescentes de cloreto de sédio.

Introduction

Yeasts are fungi with a predominantly unicel-
lular phase in their life cycles and are often as-
sociated with high osmotic pressure environ-
ments (9). Most yeasts regardless of the habitat
from which they were isolated are able to grow
at sodium chloride concentrations equal to the
salinity of the sea and commonly grow at dou-
ble the concentration of seawater (4, 6, 7, 8).
An increase in the lag phase with increase in so-
dium chloride concentration was noted by
Phaff & col. (10). Ross & Morris (11) noted a
decrease in yield with increased sodium chlori-
de concentration but growth during the log
phase was not affected. We hoped to see a re-
fation between sodium chloride tolerance and
incidence of yeasts in the marine and estuary
environments.

Material and Methods

Yeasts were isolated from sites along a pollu-
ted estuary and beaches of Rio de Janeiro, Bra-
zil, by spread plate and membrana filter me-
thods on a medium containing 2% glucose, 1%
peptone, 0.5% yeast extract, 1.5% agar, 50%
seawater, 20mg% chloramphenicol, and pH
adjusted to 3.7 with HCI {5). Yeasts isolated
were identified according to Lodder (7} and
Barnett & Pankhurst (2). Prototheca zopfii was
identified by the key of Arnold & Ahearn (1)
and Aureobasidium pulflulans by description in
Cooke (3).

Sodium chloride tolerance was determined
as described by van der Walt {12) in a broth me-
dium containing 2% glucose, 1% peptone, and
0.5% vyeast extract with 1% increments of so-
dium chloride ranging from 0 to 21%. Five mi

* Departamento de Microbiologia Geral, Instituto de Microbiologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, llha do Fun-
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volumes of medium in 16mm tubes were inocu-
lated to a level of about 10* cells per ml from a
distilled water suspension of cells grown 24hr at
28°C on Sabouraud agar slants. Incubation
was at 28°C for 4 days with agitation or 7 days
in static culture. Readings were made in a Klett-
Summerson clorimeter using a number 66 (red)
fiter. The lowest sodium chloride concentra-
tion at which no visable growth occured
{usually readings of less than 10 klett units) was
noted as the sodium chloride tolerance.

Results

All of the- 121 strains grew at 3% sodium
chloride concentration, which is about the sali-
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nity of seawater, but seven strains included in
Candida norvegensis?, C. sorbosa, Pichia kiuy-
veri, Prototheca zopfii, and Saccharomyces ce-

Table 1 — Number of strains and species of yeasts and
yeast like organisms with sodium chloride tolerances within
ranges of 3% increments

Sodium chloride concentrations | number of | number of
in % W/V strains species
<4 0 0
4 -6 21 17
7—-9 35 26
10 — 12 37 27
13 — 16 18 12
16 — 18 5 5
19 — 21 4 4
> 21 1 1

Table 2 — Sodium chioride tolerance of yeasts in glucose, peptone, yeast extract medium with 1% increments of sodium
chioride. Laboratério de Ecologia Microbiana e Taxonomia da Universidade Federal do Rio de Janeiro yeast strain numbers

are indicated

. . Percent : . Percent
Species Strains tolerance Species Strains tolerance
Aureobasidium pullulans 463 15 Hansenula anomala 242 9
Candida boidini 167, 212 8 108, 121 10
Candida ciferrii 244 6 510 1
Candida diddensii 131 12 Kloeockera apiculata 454 11
Candida quilliermondii 20 6 490 12
var. quilliermondii 23 8 Metschnikowia? sp. 152 8

580 10 224 9
Candida humicola 185 7 Pichia kluyveri 337 4
Candida intermedia 322 9 Pichia membranaefaciens 321 6
: 84, 236, 245, 554 7
270, 227 10 542, 594 9
Candida lipolytica 71, 281 12 507 12
506 13 Pichia ohmeri 481 16
257 14 376 21
521, 556, 568 . 414 21
584, 587 15 Pichia ohmeri? 420 1"
544 16 Pichia terricola 297, 517 7
Candida lipolytica? 585 8 Prototheca zopfii 2 4
Candida krusei 255 7 316, 328 5
66, 323 9 Rhodotorula glutinis 194 7
Candida lusitaniae 282 12 Rhodotorula rubra 81, 164, L2F217, L2F218 9
276 15 238 10
Candida membranaefaciens 110, 111 12 1, 310 13
Candida membranaefaciens? 118 8 Saccharomyces cerevisiae 200 4
Candida mogii 193 10 Saccharomyces exiguus 100 6
Candida norvegensis 140 4 30 8
137 5 Torulopsis candida 531 1
Candida parapsilosis 62 13 543 15
150 14 509 19
312 20 Torulopsis glabrata 317 12
Candida sake 211 8 318 13
Candida shehatae 267 10 39 16
Candida sorbosa 144, 209, 326 4 Torulopsis gropengiesseri? 167 8
520 9 Torulopsis holmii 498 12
Candida sorboxylosa 207, 262 6 ) 418 13
Candida steatolytica? 512, 51 11 Torulopsis maris? 541, 546 11
Candida tropicalis 264 . 10 344 12
34 12 93 14
319, 497 14 Torulopsis sp. 151, 153 10
Candida utilis 251 6 333 16
320 9 Trichosporon cutaneum 77 6
Candida valida 547 6 29 7
73 7 Trichosporon penicillatum 24, 260, 513, 9
Candida zeylanoides 46 10 625
Candida species A 76, 305 8 Trichosporon 183 6
Cryptococcus albidus 40 12 variable?
Debaryomyces hansenii 283 18
52 19
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Table 3 — Growth of representative yeasts at different.concentrations of sodium chloride expressed as percent of maxi-

mum colorimeter reading

% Sodium Chloride

13

Species 0 1 2 3 4 5 7 8 9 10 1 12 14 15
Candida

sorbosa 209 100 75 39 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Trichosporon

cutaneum 77 90 100 100 90 80 53 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Saccharomy-

ces

exiguus 30 100 89 83 69 49 438 33 17 0 0 0 0 0 0 0 0
Candida

krusei 66 91 100 99 97 97 93 62 59 34 0 0 0 0 0 0 0
Rhodotorula

rubra 238 85 78 100 63 49 48 20 16 9 6 0 0 0 0 0 0
Candida

tropicalis 34 94 85 87 96 98 100 87 85 71 68 62 51 0 0 0 0
Debarymoyces

hansenii 62 96 91 N 89 N 86 83 82 100 93 67 -39 42 21 20 13

revisiae failed to grow at 4%. About two thirds
of the strains had sodium chloride tolerances in
the 6% to 12% range and only 8% of the
strains had tolerances below 6% (Table 1). So-
dium chloride tolerances of individual strains of
51 yeasts and yeast like species are noted in ta-
ble 2. The ranges of tolerances of different
strains of the same species were usually narrow
but relatively wide ranges were found for Can-
dida parapsilosis, C. sorbosa, Pichia membra-
naefaciens, P. ohmeri, Rhodotorula rubra and
Torulopsis candida. A heavly sporulating strain
of P. membranaefaciens 507 had higher tole-
rance than lightly sporulating strains of the sa-
me species. Table 3 gives the colorimeter rea-
dings at the end of the tolerance tests of some
representative yeasts. Generally less growth
was noted at higher than at lower sodium chlo-
ride levels for the same strain (Table 3), and lag
phases were longer at higher salt concentra-
tions.

Discussion

All strains were able to grow at 3% concen-
tration of sodium chloride but some were una-
ble to grow at 4% and could be prevented from
growth in marine conditions by their low salt to-
lerance. Rhodotorula rubra, Debaryomyces
hansenii, Torulopsis candida, Candida parapsi-
losis, Candida tropicalis, Cryptococcus albidus,
and the yeast like species Aureobasidium pullu-
lans are all species found prevalent in open
ocean studies and had tolerances of 9% or mo-

re. Our strain of Rhodotorula glutinis and 2 of 3
strains of Candida guilliermondii which are also
prevalent yeasts in open ocean, had salt tole-
rances below 9% but none were below 6%.
Since these strains were isolated from a poliu-
ted estuary they may not be representative of
marine adapted strains. Candida lipolytica,
Kloeckera apiculata, Torulopsis holmii and
Hansenula anomala were isolated from ocean
beach sites of Rio de Janeiro (5) all had toleran-
ces of 9% and above. All the above species ex-
cept R. glutinis and Cr. albidus were among the
20 prevalent species in estuary from which the
strains of this study were isolated. Additional
species prevalent in the estuary with salt tole-
rances of 9% and above were Trichosporon pe-
nicillium, Candida intermedia, and Candida
brumptii. Strains of Candida krusei, C. sorbosa,
C. sorboxylosa, Candida sp. A, Pichia membra-
naefaciens, and P. terricola make up a group of
species prevalent in the polluted estuary which
utilize few of the carbon sources employed in
taxonomic tests and had salt tolerances mostly
in the 6% to 9% range, lower than prevalent
marine yeasts but well above the salinity of sea-
water. Saccharomyces exiguus and Trichospo-
ron cutaneurn were among the prevalent yeasts
of the poiluted estuary and also had salt tole-
rance in the 6% to 9% range. Of the yeasts pre-
valent in the estuary from which these strains
were isolated only C. sorbosa had strains with

tolerance below 6%. The increased lag phases

and decreased yields of yeasts with increased
sodium chloride concentration suggest inhibi-
tion of growth at salinity levels well below the
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maximum concentration tolerated. Although
yeasts are not excluded from growth in marine
environments by low salt tolerance, a salt tole-
rance of 9% and above is characteristic of pre-
valent marine yeasts and 6% and above of pre-
valent estuary yeasts. This indicates that high
salt tolerance is important in natural selection
of yeast in marine environments.
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Resumo

Cultura de Filobasidiella neoformans Kwon-Chung 1975, obtida a partir do cruzamento das
amostras de Cryptococcus neoformans sorotipo D (NIH 430} e sorotipo AD (10C 2520 ex-
CBS 132).

Summary
Filobasidiella neoformans obtained from strains of Cryptococcus neoformans D and AD se-
rotypes

Culture of Filobasidiella neoformans Kwon-Chung, obtained from the conjugation between
samples of Cryptococcus neoformans serotype D (NIH 430) and serotype AD {10C 2520 ex-

CBS 132).

O estado sexuado de Cryptococcus neofor-
mans (Sanfelice) Vuillemin (Lodder, J., ed. The
Yeasts. A taxonomic study. 22 ed. Amsterdam,
1970} foi descrito como Filobasidiella neofor-
mans Kwon-Chung (Kwon-Chung, K.J. — A
new genus, Filobasidiella, the perfect state of
Cryptococcus neoformans. Mycologia,
67:1197-1200, 1975) e obtido pelo cruzamento
das amostras de C. neoformans NIH 12 e NIH
430, ambas sorotipo D. Posteriormente, F. ba-
cillispora foi obtida com as amostras NIH 191 e
NIH 444, com respectivos sorotipos C e B
{Kwon-Chung, K.J. — A new species of Filo-
basidiella, the sexual state of Cryptococcus
neoformans B and C Serotypes. Mycologia,
68:942-946, 1976).

O género Filobasidiella, criado para acomo-
dar a fase perfeita de C. neoformans, é o se-

gundo integrante da familia Filobasidiaceae Oli-
ve {Ustilaginales). E um fungo (levedura) hete-
rotélico, que em agar malte, a 25°C, apresenta
as seguintes caracteristicas {Kwon-Chung,
K.J. — Morphogenesis of Filobasidiella necfor-
mans. The sexual state of Cryptococcus neo-
formans. Mycologia, 68:821-833, 1976): micélio
hialino dicariotico, com grampos de conexdo
formado depois da conjugacio entre duas célu-
las compativeis (opposite mating types); basi-
dio alongado, dilatado no épice, originado de
um ponto lateral ou terminal da hifa dicariética;
a partir de quatro peontos do 4pice do basidio,
os basidiosporos sdo produzidos por repeticdo,
em cadeia; a forma dos mesmos varia de oval a
eliptica e sub-globosa, com parede delgada e fi-
namente rugosa, medindo de 1,8-2,5mm; o nd-
mero de basidiosporos varia de 4-20 por cadeia

¥ Resultado obtido de vérios cruzamentos entre amostras sorotipadas de C. neoformans, de diferentes procedéncias,
como parte de uma linha de pesquisas em desenvolvimento na se¢io de Micologia do Departamento de Mlcrobto!ogla
e Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo.

**  Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco, 50.000, Recife, Pe.

*** Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S3o Paulo, 01000,

Sé&o Paulo, SP.
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e, quando germinam, produzem blastosporos,
os quais também podem ser originados por bro-
tacdo da hifa, medindo de 2,5-10,0mm, apre-
sentando capsula mucdide.

As amostras utilizadas foram: C. neoformans
NIH 12 sorotipo D, C. neoformans NIH 430 so-
rotipo D e C. neoformans 10C 2520 sorotipo AD
(ex-CBS [32)***

As amostras de C. neoformans, com 72 ho-
ras de cultivo em agar malte (Difco) a 25°C, fo-
ram misturadas diretamente em placas, conten-
do agar malte e incubadas a 25°C, segundo o
esquema:

NIH 12 (D) x 10C 2520 (AD)

NIH 430 (D) x |0C 2520 (AD)

NIH 12 (D) x NIH 430 (D) — (cruzamento
padr3o de F. neoformans)

Figura 1 — Micélio dicaridtico, e basidio com esterigma;
montagem em &gua; contraste de fase, X 680

Figura 3 — Micélio dicari6tico, grampo de conexdo, basi-
dio com basidiosporos; montagem em &gua; campo claro,
X 2.200

***% |nstituto Oswaldo Cruz = 10C
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Filobasidiella neoformans foi obtida através dos
cruzamentos NIH 430 (D) x 10C 2520 (AD) e
NIH 12 (D) x NiH 430 (D), o mesmo ndo ocor-
rendo com NIH 12 (D) x 10C 2520 (AD).

A literatura disponivel sugere ser a primeira
vez que se obtém Filobasidiella neoformans pe-
lo cruzamento de amostras de C. neoformans,
sorotipo D com sorotipo AD.
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Figura 2 — Micélio dicariético, grampo de conexéo e basi-
dio com basidiosporos; montagem em &gua; contraste de
fase, X 650

Figura 4 — Micélio dicaridtico, grampo de conex&o, basi-
dio com grande quantidade de basidiosporos {seta) em vis-
ta superior inclinada; blastosporos capsulados; montagem
em &gua; contraste de fase, X 700
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Summary

Yeasts were isolated from domestically polluted sea water in Rio de Janeiro Brazil. The
most consistently isolated species were Rhodotorula rubra and Candida krusei. Other spe-
cies in the genus Candida, Torulopsis, Cryptococcus, Trichosporon, Rhodotorula, Kloec-
kera, Hanseniaspora, Aureobasidium and Prototheca were also found. Yeast populations
up to 172 colony forming units per ml were recorded and tunoff from a storm was found to
alter the population. Some physioclogical aspects of the yeasts were discussed as was the
possibility of using yeast counts as a pollution indicator.

Resumo

Leveduras de um estudrio brasileiro poluido

Leveduras foram isoladas de 4gua do mar poluida com residuos domésticos no Rio de Ja-
neiro, Brasil. As espécies mais frequentemente isoladas foram Rhodotorula rubra e Candi-
da krusei enquanto outras espécies dos géneros Candida, Torulopsis, Cryptococcus, Tri-
chosporon, Rhodotorula, Hanseniaspora, Aureobasidium e Prototheca foram também en- .
contradas. Foram registradas populacées de leveduras de até 172 unidades formadoras de
col6nias. Alguns aspectos fisiolégicos das leveduras foram discutidos bem como a possibi-

lidade do uso das leveduras como indicador de poluigio.

Introduction

Yeasts are common in subtropical marine
waters, estuaries, and fresh waters, with the
most prevalent types being oxidative asporoge-
nous forms with growth requirements for one
or more vitamins. The numbers of yeasts in ma-
rine environments averaged under 0,1 per ml al-
though counts as high as 5.9 cells per ml were
recorded from subsurface samples in the gulf
stream. Yeasts were present in higher numbers
in less saline waters and the highest yeast den-
sities were found in canals adjacent to sugar ca-
ne fields by use of an enrichment technique
where levels up to 5.2 x 108 cells per ml of

mostly ascosporogenous and fermentative taxa
were recorded (2, 12).

Yeasts in polluted fresh water generally oc-
cur in the range of 5 to 270 celis per ml with le-
vels in domestic pollution generally higher than
in industrial pollution (14-20). Species found in
domestic and industrial pollution were different
from each other and from those found in unpol-
luted waters. Yeasts found in domestic pollu-
tion are often species associated with warm
blooded animals and man while those from a
pulp mill basin were generally associated with
trees and soil (7, 18, 19). Most yeasts from pol-
luted waters were unable to use nitrates as a
sole source of nitrogen and a relatively large

* Departamento de Microbiologia Geral, Instituto de Microbiologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Ilha do Fun-

ddo, 20000 Rio de Janeiro RJ.
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proportion was fermentative, especially in do-
mestic pollution (19).

The numbers of yeasts found in raw sewage
and sewage disposal systems was high but va-
riable. Cooke (6) reported from 10 to 3.4 x 104
cells per ml while Spencer & col. (18) reported
numbers up to 9.8 x 10% cells per ml.

Material and Methods

Two collection sites at the north end of the
island of Fund&o in Rio de Janeiro, Brazil, were
studied. One site was relatively unpolluted and
open to Guanabara bay (site 1) but connected
to an adjacent polluted area by a shallow chan-
nel. The second site (site 2) was along a narrow
channel nearly closed at one end and heavily
poliuted by domestic waste from a slum which
extended over the intertidal area.

Collections were made with sterile 500m! bot-
tles suspended on sterile strings at the surface
and about 0.5 meters from the tide line. A mo-
dified Sabouraud medium was employed for
isolation {peptone 1%, glucose 2%, yeast ex-
tract 0.5%, agar 1.2%, seawater 50%, chlo-
ramphenicol 20mg%, and pH adjusted to 3.7
with HCI) and plates were incubated at 15°C.
Samples were applied to the plates in two
ways. Undiluted samples of 0.1, 0.5 and 1.0ml
where spread on the surface of the plates or lar-
ger volumes were filtered through membrane
filters (Millipore HA) which were placed on the

plates. Enrichment cultures were also made
using the above medium without agar and the
resulting growth was streaked on Sabouraud
plates to isolate the yeasts.

Isolates were made of some of the yeasts and
yeast like colonies which showed differences in
colony morphology. Yeasts were identified ac-
cording to Lodder (9); Aureobasidium pullulans
by the description of Cooke (5) and Prototheca
by the key of Arnold & Ahearn (3). Carbon assi-
milation tests were carried out using the replica
plating technique of Shifrine & col. {13) which
employes sterile velveteen fabric mounted on a
wooden block. For one set of carbon assimila-
tion tests twenty yeasts were inoculated on
each of four master plates and each of these
used to inoculate 7 to 8 replications. Tests for
the ability to assimilate nitrate nitrogen and abi-
lity to grow in vitamin-free medium were car-
ried out in liquid using Wickerham’s synthetic
media as described in Lodder (9). Specific vita-
min requirements were determined by the
““subtractive’’ method of Ahearn & Roth (1).

Salinity was determined by titration of 5mi
samples with 0.1N silver nitrate.

Results

Total yeast counts, of “‘pink yeasts’ and the
approximate tide at the time of collection are lis-
ted in Table 1. The “pink yeasts” probably re-
presented predominantly counts of Rhodotoru-

Table 1 — Counts of total yeasts and pink yeasts and approximate tides-

Date Tide Site 1 Site 2
Total yeasts pink yeasts Total yeasts pink yeasts

Feb. 20 - 25. 2. 6 3.
March 1 - 29. 3. — —
March 8 H 19. 1. — —
March 11 H 0.3 0.3 — -
March 15 M 8. 0.3 - —
March 15 M 1. 0.3 - -
March 18 H 2.7 0.3 10. 1.
March 25 L 0.5 0.5 — —
March 28 M 3. 0.5 - —_
April 5 L 3.3 0.1 — —
April 8 M 1. 1. — —
April 15 M 6. 1. — -
April 16 H 0.5 0.2 — —
April 16 M 2. 1. — —
April 22 L 0.7 0.2 — —
April 25 L 1. 0.5 112. 7.
May 8 L 0.1 0.1 82. 6.
May 9 L 0.1 0.1 172. 17.
H = Ligh tide; M = mid tide; L = low tide; — = no data

Counts are in colony forming unites per mi
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/a rubra, which comprised all but one of the 25
pink yeasts classified, in spite of considerable
variation in color (orange, pink and red) and
texture (mucoid to rough) of the colonies. Ap-
proximate tides are included in the table becau-
se there is indications that they may influence
counts (March 15 data). A lowering of the num-
ber of yeasts in site one and rise in site two was
observed during the study. The proportion of
probable Rhodotorula rubra, was usually about
10%.

On the night of May 8, 1974 there was a
strong rain and hail storm which should be re-
flected in the collection of May 9. The salinity
of the site 2 sample of May 9 was 6.3%o o con-
trasting with the normal range of 17 to 25%e at
low tide and 28 to 31%eo at high tide. A list of
the genera isolated and their proportions of the
yeast population on May 8 and 9 are given in

Table 3 — Yeasts isolated and dates of isolations

A.N. Hagler, S.S. Santos & L.C. Mendonca-Hagler

Table 2. The prominent genera before the
storm were Candida and Torulopsis with Rho-
dotorula and Trichosporon occurring in lesser
numbers but each genus making up more than
10% of the yeast population. These resuits we-

Table 2 — Genera isolated and their percentages of the
yeast population in samples collected on May 8 and May 9,
1974

Date Genus

May 8 Candida
Torulopsis
Trichosporon

Rhodotorula

May 9 Kloeckera
Rhodotorula
Candida 5

Aureobasidium 3

Taxa Site |

March

15 28 15

Site 2

April
16

May
25 8

Feb
20

March
18

April
25

May

22 8 9

Rhodotorula
R. rubra + - - - +
R. pilimanae + - - - -
Cryptococcus albidus )

var. albidus - - - - +
Torulopsis
T. candida - - - - -
T. glabrata - - - - +
T. holmii - - + - -
T. maris? - - - - -
T. sp. 18 - + - - -
Candida
C. sp. - - - - -
C. brumptii? - - - - -
C. guilliermondii

var. guilliermondii - + - - -
. ingens? - - - - -
. intermedia - - - - -
. krusei - + - + -
. lipolytica -
. parapsilosis +

sorbosa - - - - -
tropicalis +
valida -
zeylanoides - -
sp. 26 - -
sp. 28 - -
. sp. 76 - -
. sp. 86 - - - - -
Trichosporon
T. cutaneum - - + - -
T. penicillatum - + - - -
Sporobolomyces? sp. 88 - - - - -
Kloeckera apiculata - - - - -
Hanseniaspora uvarum - - - - -
Aureobasidium pullulans - - - - -
Prototheca sp. - -7 - - -
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re from usual conditions of site 2 without high
influence from runoff. Following the storm the
yeast population was dominated by Kloeckera
apiculata and the only other genus forming
10% or more of the yeast population was Rho-
dotorula. The colony counts used in Table 2 did
not include colonies obscured by fungal growth
and for this reason there is some discrepancy
with Table | data which included areas under
fungal colonies.

A list of the yeasts isolated and dates of isola-
tion is presented in Table 3. Table 4 is a sum-
mary from tests of ability to use nitrate as a sole
source of nitrogen, ability to grow in the absen-
ce of vitamins, and ability to ferment glucose.
The most consistently isolated species were
Rhodotorula rubra which was found in Il sam-
ples and Candida krusei which was found in 6
samples. Other species found in more than one
collection were Candida parapsilosis, C. tropi-
calis, C. sorbosa, Torulopsis holmii, Cryptococ-
cus albidus var. albidus, Trichosporon cuta-
neum Tr. penicillatum and Aureobasium pullu-
lans.

Table 4 — Tests for fermentation of glucose (fermenta-
tion), growth with nitrate as a sole source of nitrogen
(NO,}, growth in medium lacking vitamins (vitamin free}. +
= positive growth; - = no growth; + = result varied
among strains

. Paulo), 10{1}, 1979

Vitamin
free

Glucose
Fermentation 3

'
1

Rhodotorula rubra
Rhodorula pilimanae
Cryptococcus albidus
Torulopsis candida
Torulopsis glabrata
Torulopsis holmii
Torulopsis maris
Torulopsis sp. 18
Candida brumptii?
Candida guilliermondii
var. guilliermondii
Candida ingens?
Candida intermedia
Candida krusei
Candida lipolytica
Candida parapsilosis
Candida sorbosa
Candida tropicalis
Candida valida
Candida zeylanoides
Candida sp. 28
Candida sp. 28
Candida sp. 76
Candida sp. 86
Trichosporon cutaneum
Trichosporon penicillatum
Kloeckera apiculata
Hanseniaspora uvarum
Aureobasidium pullulans
Protootheca zopfii
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Several isolates of Candida species did not
comply with the descriptions in Lodder {9) in re-
gard to their vitamin requirements. Candida sp.
76 differs from C. sorbosa in that it assimilated
galactose and required biotin for growth. Assi-
milation of inositol, weak fermentation of glu-
cose and requirement for one or more vitamins
excluded Candida sp. 78 from C. sorbosa. Assi-
milation and fermentation of many carbon
sources, ability to use nitrate nitrogen and
growth in vitamin free medium were characte-
ristic of Candida sp. 26. Trichosporon penicifla-
tum was described in Lodder (9) to be able to
grow in the absence of vitamins. Our isolates
varied in this respect with two negative and one
positive strains. In contrast one strain of Rho-
dotorula rubra showed good growth in a
vitamin-free medium while several other strains
showed weak growth without vitamins. Vita-
min independent growth of this species is con-
sidered rare (9).

Discussion

The present results agree generally whith
those of -Woollett & Hedrick (19) for domestic
pollution although the present work is in a mari-
ne subtropical rather than a freshwater tempe-
rate environment. In both situations the yeasts
were generaily unable to use nitrate nitrogen
and a large number of the isolates were fermen-
tative. The predominance of asporogenous
yeasts and the high number of yeasts requiring
one or more vitamins agrees with the findings
of Ahearn & col., (2) & Roth & col. (12) in mari-
ne and estuary waters at Southern Fiorida. An
agreement was also found for the predominan-
ce of Rhodotorula rubra among the ‘'pink
yeasts’ isolated. We also found as was noted
by others {19), that there appears to be a com-
plex of strains similar to Candida krusei and C.
valida. Additionally we feel that C. sorbosa and
the related C. sp. (strains 28 and 76) beiong to
this group.

The presence of Kloeckera apiculata and its
perfect from Hanseniaspora uvarurn as a major
portion of the populations appears to be unu-
sual. It should be noted that the low numbers
of Kloeckera apiculata reported by Woollett &
Hedrick (19) could reflect their use of a synthe-
tic medium for isolation. These yeasts have
high vitamin requirements and our isolates of
these species grow poorly on Wickerham’s

" synthetic media which does not apperar to pro-

vide sufficient vitamins for these strains.
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Since colonies are counted rather than cells
the actual number of yeasts present may be
considerably higher than indicated in results
and the actual proportions of the yeasts may al-
so be significantly different from those indica-
ted by colony counts. For example the Candida
and Trichosporon species can form true myce-
lia and/or pseudomycelia especially in low nu-
trient conditions such as the corn meal agar
commonly used in test for these structures.
Mycelial and pseudomycelial formation could
then be expected also in aquatic environments
as even polluted water is poor in nutrients when
compared with most media for yeasts. Therefo-
re the counts of Candida and Trichosporon
would be low compared with the actual number
of cells or biomass while species of Torulopsis
or Kloeckera would form roughly one colony
per cell since they do not form pseudomycelia.
A related problem is the possible formation of
microcolonies especially by capsule forming
yeasts such as Rhodotorula where one colony
could represent more than one cell.

The presence of Kloeckera and Hanseniaspo-
ra indicate a high level of vitamins could be pre-
sent in the polluted estuary water since they ha-
ve high vitamin requirements (1, 9). With the
probable availability of urea as a nitrogen sour-
ce there would be no selective advantage to
being able to use nitrate.

Because of the high level of microrganisms
(17, 18) and high amount of oxidizable organic
matter in polluted water a low level of oxygen
would be expected, especially in deeper water.
Additionally a large number of yeasts enter in
the water with sewage from the slum near site
two. The sewage should contain yeasts of the
types isolated from fecal material and warm
blooded animals most of which are fermentati-
ve (4, 10, 11). Considering the expected low
oxygen level and seeding of fermentative spe-
cies, the high proportion of fermentative yeasts
in domestically polluted water is not surprising.

Several yeasts isolated are oportunistic pa-
thogens includidng Candida tropicalis, C. pa-
rapsilosis, C. quilliermondii, C. krusei, Torulop-
sis glabrata and Rhodotorula rubra (8, 9). Their
presence in polluted water could be a reservoir
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